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ANALOGUES PEPTTDIQUES COMPRENANT AU MOINS UN RESIDU AZA- 
p 3 -AMINOACYLE, ET LEURS UTILISATIONS, NOTAMMENT EN 
THERAME 



5 

La pr£sente invention a pour objet des analogues de peptides ou proteines parents, 
ces analogues peptidiques, comprenant au moins un r£sidu aza-p 3 aminoacyle, ainsi que 
leurs utilisations dans des compositions pharmaceutiques ou pour le diagnostic de 
pathologies dans lesquelles sont impliques les peptides ou prolines parents 

10 susmentionnes. 

L'identification des r£gions antig&iiques (ou Epitopes) reconnues par les cellules T 
et la comprehension des bases mol6culaires et cellnlaires de la reconnaissance 
antigeniques sont consid6r6es comme des 6tapes cl6s dans la conception et le 
developpement de strategies vaccinales et ^immunomodulation. L'immunisation k l'aide 

15 de peptides correspondant k des epitopes du non-soi (par exemple viraux, bact£riens) ou 
du soi (par exemple tumoraux) pour induire des anticorps et/ou des lymphocytes T 
auxiliaires (Th) ou des lymphocytes cytotoxiques (CTL) sp6cifiques de la tumeur ou du 
virus, est aujourdliui une strat6gie particulidrement prometteuse dans le developpement 
de vaccins synthetiques. Dans le cas des vaccins antiviraux par exemple, les peptides 

20 presentent plusieurs avantages majeurs sur les preparations traditionnelles de virus 
attenues ou inactives, a savoir une production plus simple, chimiquement definie et 
parfaitement contr61able, ainsi qu*une meilleure stabilit6 k temp6rature ambiante. Des 
approches th6rapeutiques bas6es sur des epitopes T CD4 + d'antigfenes du soi sont aussi 

f 

propos6es. 

25 En pratique, cependant, les peptides se revfelent souvent peu immunog&nes et ne 

pennettent pas d'obtenir des titres eleves d'anticorps capables de reagir avec la proteine 
native ou la particule virale. Ces limitations k Utilisation des peptides dans le 
developpement de vaccins synthetiques sont probablement liees k une biodegradabilite 
importante dans les fluides biologiques, une mauvaise diffusion a travers les systemes 

30 membranaires et par le manque de selectivite vis-a-vis de la cible. 

Differentes approches ont ete developpdes pour "transformer" les peptides en 
molecules capables d'induire une reponse immune humorale ou cellulaire plus forte et 
plus specifique. L'introduction dans des peptides antigeniques de liaisons 
pseudopeptidiques est une stratdgie des plus interessantes pour ameliorer leurs 
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caract6ristiques physico-chimiques propres et lew aptitude k interagir avec les 
effecteurs du syst&ne immunitaire. Malgr6 les applications potentielles importantes 
dans le domaine du diagnostic, de la vaccination ou de rimmunomodulation, et 
T&endue des connaissances de ces analogues acquises dans des domaines chimique et 
phannacologique, les pseudopeptides sont encore peu utilis6s en immunologie. 

La pr6sente invention a pour but de fournir des analogues peptidiques rSsistants 
aux enzymes de degradation, et capables de mimer 1'activite de divers peptides natifs, 
agents de vaccination ou d'immunomodulation. 

L'invention a plus particuliferement pour but de fournir des analogues peptidiques 
qui se caractferisent par l'introduction de monom&res, ne presentant pas de centres 
chiraux carbones, ce qui pennet de s'afifranchir des difficult6s hees a la synthase 
asym6trique et aux probl&mes d'6pim6risation. Cette famille d ! analogues peptidiques 
constitue une nouvelle classe de peptidomim&iques, dans lesquels les r6sidus (chaines 
lat6rales) sont port6s par des atomes d'azote chiraux k configuration non fix6e, ce qui 
leur conffcre une grande adaptability spatiale. Le positionnement correct des 
peptidomim&iques construits selon ce principe, dans un site enzymatique se produit k la 
fois par le d6placement d'6quilibres confonnationnel et configurationnel. L'action d'un 
tel compos6, d ! un point de vue stereochimique, est 6quivalente k celle d'un m61ange de 
diaster6oisom&res en equilibre rapide, Interaction avec le site enzymatique depla?ant 
Tequilibre vers le ou les ster6oisomferes les plus affins. D'autres benefices potentiels 
peuvent egalement en r6sulter, tels que, d'un point de vue chimique, une simplification 
des methodes de synthese (suppression des problemes stereochimiques), et d'autre part, 
une plus grande resistance de tels analogues aux squelettes modifies, vis-i-vis de 
Taction des peptidases. La synthase pr6alable de ces monomferfes, autorise P introduction 
d'une bonne diversity de chaines lat6rales, aussi bien en s6rie prot6og6nique que non 
proteogfouque, et done pennet de moduler dans une certaine mesure, leur affinit6 et leur 
lipophilic 

Uinvention a 6galement pour but de fournir des compositions pharmaceutiques 
comprenant de tels analogues peptidiques, ainsi que des m6thodes de diagnostic in vitro 
de pathologies impliquant les peptides parents dont sont issus ces analogues 
peptidiques, et des kits pour la mise en oeuvre de ces methodes. 

La presente invention a pour objet l'utilisation d'analogues de peptides ou 
proteines parents, ces analogues peptidiques, encore designes peptides hybrides, 
comprenant au moins un r6sidu aza-(} 3 -aminoacyle, k savoir : 
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- un r6sidu r6pondant k la formule (A) suivante lorsqu'il est situe en position N- 
terminale, 



20 



JUL. 



H (A) 

5 

dans laquelle R repr6sente H ou un groupe protecteur de la fonction amine des 
aminoacides, tels que Fmoc (fluor6nylm6thyloxycarbonyle), Boc (tertio- 
butyloxycaibonyle), ou Z (benzyloxycarbonyle), et Ri repr6sente une chaine laterale 
choisie parmi celles des aminoacides, 
10 - un residu repondant a la formule (B) suivante lorsqu'il est situ6 en position C- 

terminale, 



OH 

H (B) 

15 dans laquelle Ri repr6sente une chaine laterale choisie parmi celles des 

aminoacides, 

- un residu repondant a la formule (C) suivante lorsqu'il est situe dans la chaine 
desdits peptides hybrides, 



. N -UL. 

H 



(C) 



Hans laquelle Ri repr6sente une chaine lat6rale choisie parmi celles des 
aminoacides, 

pour la preparation: 

25 - d'un vaccin ou d'un medicament destind k la prevention ou au traitement de 

pathologies associ6es k la presence, dans l'organisme d'un individu, d*une proline 
exogdne ou endogdne, susceptible d'Stre directement ou indirectement impliqu6e dans le 
processus d'apparitiori et/ou de d6veloppement de ces pathologies, ou 



WO 2004/111086 PCT/FR2004/001467 

4 

- d'un vacciii ou d f un medicament destin6 a la prevention ou au traitement de 
pathologies impliquant les molecules du complexe majeur d'histocompatibilite et/ou les 
r6cepteurs des cellules T, ou 

- d'un vaccin ou d'un medicament destine a la prevention ou au traitement de 
pathologies associees k la presence dans l'organisme d'un individu d'un anticorps 
susceptible d'etre reconnu par un susdit peptide hybride, 

ou pour la mise en oeuvre dune methode de diagnostic in vitro des pathologies 
susmentionnees. 

Les peptides hybrides susmentionnes de l'invention, peuvent 6galement Stre 
definis par la formule generale suivante (A) : . 

AA1-(AA2- -AAn-l)-AAn (A) 

dans laquelle : 
* AA1 a AAn represented : 

- un aminoacide correspondant k un rdsidu aminoacyle sitae k la m6me position 
dans le peptide ou la proteine parent dont les peptides hybrides sont issus, 

- ou un residu monomere aza-p 3 aminoacyle analogue au r6sidu aminoacyle 
initialement present k la meme position dans le peptide ou la proteine parent dont les 
peptides hybrides sont issus, ledit monomere aza-p 3 aminoacyle repondant aux 
fonnules (A), (B), ou (C) indiquees ci-dessus, suivant qu ! il soit respectivement en 
position N-terminale, C-terminale, ou dans la chaine desdits peptides hybrides, et dans 
lesquelles Ri est identique a la chaine laterale de 1* aminoacide initial du peptide ou de 
la proteine parent auquel correspondent ledit monomere aza»p 3 aminoacyle, 

* et n represente un nombre entier de 4 k environ 100. 

La pr6sente invention a plus particulierement pour objet Tutilisation de peptides 
hybrides tels que definis ci-dessus pour la preparation d'un vaccin ou d ! un medicament 
destine k la prevention ou au traitement de pathologies d'origine virale ou bacterienne, 
ou de pathologies autoimmunes, ou de maladies neurodegeneratives. 

La presente invention concerne plus particulierement encore Tutilisation 
susmentionnee de peptides hybrides tels que definis ci-dessus, dans laquelle les 
30 pathologies sont choisies parmi : 

• les pathologies impliquant des molecules du complexe majeur 
d'histocompatibilite et/ou les recepteurs des cellules T, 
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• les maladies auto-immunes, et notamment la thyroi'dite de Hashimoto, la 
maladie de Basedow, la maladie tfAddison, Finsuffisance hypophysaire, la gastrite de 
Biermer, certaines st6rilites, le diabete juvenile de type 1, le syndrome de Goodpasture, 
la myasthenic, le rhumatisme articulaire aigu, le pemphigus, la pemphigoide bulleuse, la 
dermatite herpetiforme, le vitiligo, le pelade, le psoriasis, Fophtalmie sympathique, 
Fuv6ite, le syndrome de Guillain-Bare, la sclerose en plaques, Fanemie hemolytique, le 
purpura thrombopSnique idiopathique, la leucopenie idiopathique, la cirrhose biliaire 
primitive, Fh6patite chronique active, la rectocolite h6morragique, Fil6ite de Crohn, le 
syndrome de Gougerot-SjSgren, la polyarthrite rhumatoi'de, la dermatopplymyosite, la 
sclerodermic, la connectivite mixte, le lupus 6rythemateux discoi'de, le lupus 
erythemateux dissemine. 

• les maladies neurodegeneratives, 

• les maladies d'origine virale, notamment : 

_ le SIDA provoque par le virus de Fimmuno-deficience humaine HTV-1 
etHIV-2, 

la paraplegie associ6e a HTVL-1, ou la leucemie k cellules T de 
Fadulte, provoquee par le virus de la leucemie humaine a cellules T (virus HTLV), 

- les infections provoqu6es par le virus respiratoire synticial, 

- les infections provoqu6es par le virus coxsakie, par exemple les 
m6ningites aigu6s lymphocj^taires, 

les infections provoqu6es par le virus d'Epstein-Barr, par exemple la 
mononucl6ose infectieuse, 

- les infections provoqu6es par le cytomegalovirus, par exemple la 
maladie des inclusions cytomdgaliques, 

- Fherpes provoque par le virus de Therpes humain, 
Pherpfcs provoque par le virus 6 de Fherpes simplex, 

les infections provoquees par le parvovirus B19 humain, par exemple 
les gastro-enterites infectieuses, 

- l'hepatite B provoquee par le virus de Fhepatite B, 
Fhepatite C provoquee par le virus de l'hepatite C, 

- la grippe provoquee par le virus influenza, 

- la rubeole provoquee par le virus de la rub£ole, 
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- les infections provoqu6es par le virus de la Dengue, par exemple les 
arboviroses, 

- les rhumes, rhinites, coryza provoqu6s par les rhinovirus, 

- la fifcvre aphteuse provoqu6e par le virus de la ffevre aphteuse, 

- certains cancers li6s k des virus, tels que les virus Papilloma. 

L' invention a plus particulierement pour objet Tutilisation susmentionn6e de 
peptides hybrides de formule (I) suivante : 

(I) aa*- ISThaam-aan- ISThaao-aap 
dans laquelle : 

- aai, aan et aa p represented un residu aminoacyle, ou un enchalnement de 
residus aminoacyles, correspondant aux residus aminoacyles presents aux memes 
positions dans le peptide ou la prot&ne parent dont les peptides hybrides sont issus, 

- l^haam et N^haao represented un rSsidu monomere aza-p 3 aminoacyle, ou un 
enchalnement de r6sidus monomeres aza-p 3 aminoacyles analogues aux r6sidus 
aminoacyles initialement presents a la meme position dans le peptide ou la prot6ine 
parent dont les peptides hybrides sont issus, lesdits monomfcres aza-p 3 aminoacyles 
repondant aux formules (A), (B), ou (C) indiqu6es ci-dessus, suivant qu'ils soient 
respectivement en position N-terminale, C-terminale, ou dans la chaine desdits peptides 
hybrides, et dans lesquelles Ri est identique a la chaine lat6rale de Faminoacide initial 
du peptide ou de la prot6ine parent auquel correspondent lesdits monomeres aza-p 3 
aminoacyles, 

- 1, m, n, o, et p represented zero, ou un nombre entier compris entre 1 et 20, 
sous reserve que Tun au moins de m ou de o soit different de zero, et que le nombre 
minimum de r6sidus dans lesdits peptides hybrides de formule (I) soit de 4. 

L'invention concerne plus particuliferement Tutilisation susmentionn6e de 
peptides hybrides issus de l'epitope 88-99 de l'histone H4 k titre de peptide parent, et 
correspondant k SEQ ID NO : 1, dont Tun au moins des aminoacides initiaux est 
substitu6 par un residu analogue aza-p 3 aminoacide, pour la preparation d'un 
medicament, ou vaccin, destine k la prevention ou au traitement du lupus 6ryth6mateux 
dissemine. 

A ce titre Pinvention concerne plus particulierement Tutilisation susmentionn6e 
de peptides hybrides issus de l'epitope 88-99 d6fini ci-dessus, et ayant les formules 
suivantes : 
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- SEQ ID NO : 2 (ou peptide E): 

^HaN-Tyr-Ala-I^u-Lys-Arg-Gli^ly-Arg-Thr-N^-hLeu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 3 (ou peptide C): 

88 H 2 N-Tyr-Alar-N a -hI^u-Lys-Arg^ln^ly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH^ 

- SEQ ID NO : 4 (ou peptide A): 

^HaN-Tyr-^-hAla-I^u-Lys-Arg-Gln^ly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 5 (ou peptide B): 
88 H 2 N-Tyr-N a -hAla-N a -hLe^ 

- SEQ ID NO : 6 (ou peptide D): 
88 H 2 N-Tyr-Ala-I^u-lN^-hLys^^ 

- SEQ ID NO : 7 (ou peptide G): 
88 H 2 N-Tyr-Ala-I^u-Lys-^ 

- SEQ ID NO : 8 : 

88 H 2 N-Tyr-Ala-l^u-Lys-Arg^ln-N a -hGly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 9 : 

88 H 2 N-Tyr-Ala-I^u-Lys-Arg^ln^ly-N a -hArg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 10 : 

88 H 2 N-Tyr-Ala-I^u-Lys-N a -hArg^ln^ly-Arg-Tlu-]^u-Tyr-Gly-OH 99 
-SEQ ID NO: 11: 

. 88 H2N-Tyr-Ala-I^u-Lys-Arg^to^ly-Arg-Thr-Leu-^-hTyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 12 (ou peptide F): 

88 H 2 N-N a -hTyr-Ala-I^u-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Tlu--Leu-Tyr-Gly-^ 

- SEQ ID NO : 13 (ou peptide H): f 
88 H 2 N-Tyr-Ala-I^u-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-N a -hGIy-OH 99 

- SEQ ED NO : 14 (ou peptide I): 
88 H 2 N-Tyr-Ala-Ixni^ 

L'invention conceme plus particulierement l'utilisation susmentionnee du peptide 
hybride de formule SEQ ID NO : 2. 

L'invention conceme plus particulierement 1'utilisation susmentionnee du peptide 
hybride de formule SEQ ID NO : 7. 

L'invention conceme plus particulierement l'utilisation susmentionnee de 
peptides hybrides issus du peptide 307-319 de l'hemagglutinine du virus de la grippe a 
titre de peptide parent, et correspondant a SEQ ID NO : 15, dont l'un au moins des 
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aminoacides initiaux est substitue par un r6sidu analogue aza-p 3 aminoacide, pour la 
preparation d'un medicament, ou vaccin, destine a la prevention ou au traitement de la 
grippe ou de toute autre pathologie telle que listee ci-dessus et pour laquelle une 
molecule contenant un epitope B ou CTL (CD8) est administree en association avec la 
sequence 307-3 19 HA qui renferme un epitope T CD4 dit universel. 

A ce titre l'invention concerne plus particulierement l'utilisation susmentionnee 
de peptides hybrides ayant les fonnules suivantes : 

- SEQ ID NO : 16 (ou peptide A') : 
3OT H 2 N-l>r-hPro-Lys-Tyr-Val^ 

- SEQ ID NO : 17 (ou peptide B') : 
^HzN-Pro-N^hLys-Tyr^^ 

- SEQ ID NO : 18 (ou peptide C) : 
^^N-Pro-Lys-N^hTyr-Val^^ 

- SEQ ID NO : 19 (ou peptide D') : 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-N a -h^^ 

- SEQ ID NO : 20 (ou peptide E') : 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-^ 

- SEQ ID NO : 21 (ou peptide F') : 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-Lys-^^ 

- SEQ ID NO : 22 (ou peptide G') : 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-L^ 

- SEQ ID NO: 23 (ou peptide H'): 
307 H 2 N-Pro-LysO?yr-Val-Lvs-Gm^ 

- SEQ ID NO : 24 (ou peptide I') : 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-Lys-Gto^ 

- SEQ ID NO : 25 (ou peptide J') : 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-Lys-G^ 

- SEQ ID NO : 26 (ou peptide K') : 
OT H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-^ 

- SEQ ID NO : 27 (ou peptide L') : 
^^N-Pro-Lys-Tyr-W^ 

L'invention concerne plus particulierement Futilisation susmentionn6e du peptide 
hybride de formule SEQ ID NO : 25. 
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L'invention a egalement pour objet les peptides hybrides comprenant au moins un 
aza-p 3 aminoacide, ces peptides hybrides 6tant des analogues de peptides ou proteines 
parents, lesdits peptides hybrides comprenant au moins un aminoacide initial du peptide 
ou de la proteine parent. 

L'invention concerne plus particuli&rement les peptides hybrides tels que d6finis 
ci-dessus, et correspondant k la formule g6nerale suivante (A) : 

AA1-(AA2- -AAn-l)-AAn (A) 

dans laquelle : 

* AA1 k AAn repr6sentent : 

- un aminoacide coirespondant k un r£sidu aminoacyle situe a la mSme position 
dans le peptide ou la prot6ine parent dont les peptides hybrides sont issus, 

- ou un r6sidu monomere aza-p 3 aminoacyle analogue au residu aminoacyle 
initialement present a la meme position dans le peptide ou la proline parent dont les 
peptides hybrides sont issus, ledit monom&re aza-p 3 aminoacyle r£pondant aux 
formules (A), (B), ou (C) indiquees ci-dessus, suivant qu'il soit respectivement en 
position N-terminale, C-terminale, ou dans la chalne desdits peptides hybrides, et dans 
lesquelles Ri est identique k la chaine lat6rale de l'aminoacide initial du peptide ou de 
la proteine parent auquel correspondent ledit monomfere aza-p 3 aminoacyle, 

Tun au moins de AA1 a AAn repr6sentant un aminoacide du peptide parent, a 
savoir un r6sidu aminoacyle situ6 k la m6me position dans le peptide ou la proteine 
parent dont les peptides hybrides sont issus, 

* et n repr6sente un nombre entier de 4 k environ 100. 

A ce titre l'invention concerne plus particulierement les peptides hybrides d6finis 
ci-dessus de formule (I) suivante : 

(I) aai- K^haam-aan- l^haao-aap 
dans laquelle : 

- aai, aa n et aa p representent un residu aminoacyle, ou un enchainement de 
r6sidus aaninoacyles, correspondant aux residus aminoacyles pr6sents aux m§mes 
positions dans le peptide ou la proteine parent dont les peptides hybrides sont issus, 

. tsphaam et IS^haao repr6sentent un residu monomfcre aza-p 3 aminoacyle, ou un 
enchainement de residus monomeres aza-p 3 aminoacyles, analogues aux residus 
aminoacyles initialement pr6sents k la meme position dans le peptide ou la proteine 
parent dont les peptides hybrides sont issus, lesdits monomferes aza-p 3 aminoacyles 
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repondant aux formules (A), (B), ou (C) mentionnees ci-dessus, suivant qu'ils soient 
respectivement en position N-terminale, C-terminale, ou dans la chaine desdits peptides 
hybrides, et dans lesquelles Ri est identique a la chaine laterale de Paminoacide initial 
du peptide ou de la proteine parent auquel correspondent lesdits monomferes aza~p 3 
aminoacyles, 

- 1, m, n, o, et p repr6sentent z6ro, ou un nombre entier compris entre 1 et 20, 
sous r6serve que Tun au moins de m ou de o soit different de zero, que le nombre 
minimum de residus dans lesdits peptides hybrides de formule (I) soit de 4, et Tun au 
moins de 1, n, ou p soit different de zero. 

L'invention a plus particulierement pour objet les peptides hybrides 
susmentionnes de formules suivantes : 

- SEQ ID NO : 2 (ou peptide E): 
88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu^ 

- SEQ ID NO : 3 (ou peptide C): 
^HiN-Tyr-Ala-N^^ 

- SEQ ID NO : 4 (ou peptide A): 
^HaN-Tyr-N^hAla-L^^^ 

- SEQ ID NO : 5 (ou peptide B): 
88 H 2 N-Tyr-N a -hAla-N^ 

- SEQ ID NO : 6 (ou peptide D): 
88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu^ 

- SEQ ID NO : 7 (ou peptide G): 
88 H 2 N-Tyr-Ala-L^u-^ 

- SEQ ID NO : 8 : 
88 H 2 N-Tyr-Aia-Leu-Lys-^ 
-SEQIDNO:9: 
88 H 2 N-Tyr-Alar-^^ 
-SEQ ID NO: 10: 
88 H 2 N-Tyr-Ala^^ 
-SEQ ID NO: 11 : 
88 H 2 N-Tyr-Alar-Leu^ 

- SEQ ID NO : 12 (ou peptide F): 
^HzN-N^hTyr-Ala-Le^^ 
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- SEQ ID NO : 13 (ou peptide H): 
88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-G^^^ 

- SEQ ID NO : 14 (ou peptide I): 
88 H 2 N-Tyr-Ala-I^u-Lys-Ar^^ 

- SEQ ID NO : 16 (ou peptide A') : 
307 H 2 N-NMiPro-Lys-Tyr-Val-^ 
-SEQ ID NO : 17 (ou peptide B') : 
307 H 2 N-Pro-NMiLys-Tyr-^^ 

- SEQ ID NO : 18 (ou peptide C) : 
3W H 2 N-Pro-Lys-]^-hT^^ 
-SEQ ID NO : 19 (ou peptide D') : 
^HzN-Pro-Lys-Tyr-N^hV^^ 

- SEQ ID NO : 20 (ou peptide E') : 
^HzN-Pro-Lys-Tyr-Val-N*-^^ 

- SEQ ID NO : 21 (ou peptide F) : 
3OT H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-^ 

- SEQ ID NO : 22 (ou peptide G') : 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val^^ 

- SEQ ID NO : 23 (ou peptide H') : 
^H^-Pro-Lys-Tyr-Val-Lys^ 

- SEQ ID NO : 24 (ou peptide I') : 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-Lys^ 

- SEQ ID NO : 25 (ou peptide J') : 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-V^ 

- SEQ ID NO : 26 (ou peptide K') : 
3 gH 2 N-Pro-Lys-T>A^^^ 

- SEQ ID NO : 27 (ou peptide L') : 
3W H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val^ 

L'invention conceme plus particulierement encore les peptides hybrides tels que 
derlnis ci-dessus de formule suivante: 

- SEQ ID NO : 2 (ou peptide E): 
88 H 2 N-Tyr-Alar-Leu-Lys-A^ 

- SEQ ID NO : 7 (ou peptide G) : 
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88 H 2 N-Tyr-Ala-I^^^ 

- SEQ ID NO : 25 (ou peptide J') : 

307 H 2 N-Pro-Lys-Ty^ 

L'invention concenie 6galement un proc6d6 de preparation d ! aza-p 3 aminoacides 
caract6ris6 en ce qu'il comprend une 6tape de traitement de l'hydrazine substitute et 
prot6g6e de formuie (D) suivante : 



H 

H (D) 



dans laquelle R repr6sente une chaine lat6rale choisie parmi celles des 
aminoacides, le cas 6cb£ant prot6g6e, et GP un groupe protecteur des fonctions amines, 
tels que Boc, Fmoc, ou Z, 

avec de l'acide glyoxylique sous agitation en pr6sence de NaBHkCN en milieu 

acide, 

ce qui conduit en une 6tape au compose azafi 3 aminoacide de formuie 



GP^ 

N OH 
H 



dans laquelle R et GP sont tels que definis ci-dessus, ledit compose pouvant le cas 
dcheant etre deprot6g6, notamment k l'aide de HC1, de pyridine, ou d'hydrogfene 
palladie, afin d f 61iminer le groupe GP (Boc, Fmoc, ou Z) et le remplacer par H. 

L 5 invention concerne plus particulierement les aza-p 3 aminoacides suivants : 

Fmoc aza-B 3 -Glycine (Fmoc-N^Gly-OH), 

Fmoc aza-B 3 -Alanine (Fmoc-lS^hAla-OH), 

Fmoc aza-B 3 -Leucine (Fmoc-l^hLeu-OH), 

Fmoc aza-B 3 -Valine (Fmoc-N^Val-OH), 

Fmoc aza-B 3 -Lysine (Fmoc-^hLysCBo^-OH), 

Fmoc -aza-p 3 -Aspartique acide (Fmoc-^hAspCOtBu^OH), 

Fmoc aza-B 3 -Methionine (Fmoc-^hMet-OH), 

Fmoc aza-p 3 Arginine (Fmoc-JNThArg (Boc)-OH), 



WO 2004/111086 



PCT/FR2004/001467 



13 



Fmoc aza-B 3 -Tyrosine (Fmoc-l^hTyi^OCHaOEtH^H) 
Fmoc aza-B 3 -Asn (Fmoc-N^hAsnCTrtH^H). 
Fmoc aza-B 3 -Pro (Fmoc-^hPro-OH). 
dont les formules sont respectivement les suivantes : 



HO | O 

Fmoc^ [s| .N v>x A OH Fmoc^ N .N^A 
i 

H 



i 

H 



OH 



-\ o 

Fmoc. r N^A oH 



Fmoc-N a hGly-OH Fmoc-N^AIa-OH 



BocHN, 
J o 

^VAh FmOC -N^-^OH 
H 



i 

H 



i 

H 



Fmoc-N a hLeu-OH 



Boc^ Q 
Fmoc. N .N^A OH 
H 



Y ° 
Fmoc. N .N^A OH 



i 

H 



Fmoc-N a hVa!-OH 



MeS, 



(CH 2 )2 Q 



Fmoc^Ns^JL 



OH 



H 



Fmoc-N a hPhe-OH 



Fmoc-N a hLys(Boc)-OH Fmoc-N^Aspfl-BiO-OH Fmoc-N^Met-OH 



BocHN^nboc 
HlsL 



(CH2)3 o 




EtOCH 2 0 N 

Fmoc. N .M^A OH Fmoc -N^^OH 

H H 
Fmoc-N a hArg(Boc)-OH Fmoc-N a hTyr(CH 2 OEt)-OH 



TrtN ^S 9 On 



i 

H 



Oh 



Fmoc 

Fmoc-N a h Asn-OH Fmoc-N^Pro-Of 



L'invention concerne egalement les complexes entre un peptide hybride tel que 
d6fini ci-dessus, et un Element du complexe ^histocompatibility majeur (encore d6signe 
complexe MHC-hybride), et 6ventuellement un recepteur de cellules T (encore designe 
10 complexe MHC-hybride-r6cepteur T). 

L'invention concerne plus particulierement un complexe entre un peptide hybride 
tel que d6fini ci-dessus, et un recepteur de cellules T. 

L'invention a egalement pour objet une methode de diagnostic in vitro de 
pathologies associ6es a la presence dans l'organisme d'un patient, d'une prot6ine 
15 exogene ou endog6ne, susceptible d'etre directement ou indirectement impliquee dans le 
processus d'apparition et/ou de developpement de ces pathologies, caracterisee en ce 
qu'elle comprend: 

- la mise en contact d*un echantillon biologique provenant d*un patient susceptible 
d'Stre porteur d'anticorps dirig6 contre ladite prot6ine, avec un peptide hybride tel que 
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d6fini ci-dessus, ledit peptide hybride 6tant issu de tout ou partie de ladite prot&ne 
endogene ou exogfene, ou issu d'un peptide susceptible d'6tre reconnu par des anticorps 
reconnaissant eux-m&mes la proline exog&ne ou endogfene, dans des conditions 
permettant la reaction entre les anticoips dirig6s contre la prot6ine et susceptibles d'etre 
presents dans l^chantillon biologique, et le susdit peptide hybride; 

- la detection in vitro du complexe antigene / anticorps susceptible d'Stre form6 k 
l ! 6tape pr6c6dente ou 

- la detection in vitro d'anticorps circulants chez le patient par un test de 
competition en utilisant un anticorps anti-hybride. 

L'invention a 6galement pour objet un n6cessaire ou kit pour la mise en oeuvre 
d'une m£thode de diagnostic in vitro telle que d6finie ci-dessus, comprenant: 

- un peptide hybride issu de tout ou partie de la prot6ine endogdne ou exogfene, ou 
correspondant a un peptide susceptible d'etre reconnu par des anticorps reconnaissant 
eux-mSmes la prot6ine exogene ou endogene, 

- des r6actifs pour rendre un miUeu apte k la formation d'une reaction 
immunologique, 

- des reactifs permettant de detecter le complexe antigene / anticorps qui a 6t6 
produit k Tissue de la reaction immunologique, lesdits r6actife contenant 6ventuellement 
un marqueur ou 6tant susceptibles d'etre reconnus a leur tour par un reactif marque, plus 
particuliferement dans le cas oil le peptide hybride ou les anticorps anti-hybrides 
susmentionn6s ne sont pas marqu6s. 

L'invention concerne egalement les compositions pharmaceutiques, notamment 
les vaccins, comprenant au moins un peptide hybride tel que d6fini ci-dessus, en 
association ou non avec un v6bicule physiologiquement acceplkble. 

L'invention a plus particuliferement pour objet les compositions pharmaceutiques 
susmentionn6es comprenant au moins un peptide hybride tel que d6fini ci-dessus, 
associe ou non k une molecule porteuse, proteique ou non, pouvant induire in vivo la 
production d'anticorps neutralisant la proteine exogfene ou endogene responsable de la 
pathologie, ou induire in vivo une reponse immune cellulaire cytotoxique ou auxiliaire. 

L'invention concerne egalement les anticorps anti-peptides hybrides polyclonaux 
ou monoclonaux tels qu'obtenus par immunisation d'un animal avec au moins un 
peptide hybride defini ci-dessus, lesdits anticorps 6tant susceptibles de former un 
complexe avec ces peptides hybrides, et/ou avec les peptides ou proteines parents 
correspondant k ces derniers, et caracterises en ce qu'ils reconnaissent le peptide parent 



WO 2004/111086 PCT/FR2004/001467 

15 

ou la prot&ne parente avec une affinite au moins 6gale k celle presentee par les 
anticorps anti-peptide parent ou anti-proteine parente vis k vis du peptide parent ou de la 
proteine parente. 

L'invention a plus particulterement pour objet les anticorps antiidiotypes 
susceptibles de former un complexe avec les anticorps susmentionn6s, tels qu f obtenus 
par immunisation d'un animal avec lesdits anticorps. 

L'invention concerne egalement une methode de diagnostic in vitro de 
pathologies associ6es a la presence dans 1'organisme d'un patient d ! une prot6ine exog&ne 
ou endog&ie, susceptible d'etre directement ou indirectement impliquee dans le 
processus d'apparition et/ou de developpement de ces pathologies, ladite methode etant 
caracteris6e en ce qu'elle comprend: 

- la mise en contact d'un echantillon biologique provenant d'un patient susceptible 
d'dtre porteur de ladite prot&ne, avec 1'un au moins des anticorps susmentionnes, les 
anticorps 6tant avantageusement diriges contre un peptide hybride issu de tout ou partie 
de ladite proteine endogfene ou exog&ne, ou 

dans des conditions permettant la r6action entre la proteine susceptible d f 6tre 
presente dans Techantillon biologique, et les susdits anticorps diriges contre le susdit 
peptide hybride; 

- la d6tection in vitro du complexe antigene / anticorps susceptible d'Stre form6 k 
l'Stape pr6c6dente. 

L'invention a egalement pour objet un n6cessaire ou kit pour la mise en oeuvre 
d'une methode de diagnostic in vitro telle que definie ci-dessus, comprenant: 

- des anticorps susmentionn6s, dirig6s contre ce peptide hybride; 

- des reactifs pour rendre un milieu apte k la formation d'une reaction 
immunologique; 

- des r6actifs permettant de detecter le complexe antig&ne / anticorps qui a &e 
produit a Tissue dela reaction immunologique, lesdits rSactifs contenant Sventuellement 
un marqueur ou 6tant susceptibles d'etre reconnus k leur tour par un reactif marqu6, plus 
particulierement dans le cas oil le peptide hybride ou les anticorps anti-hybrides 
susmentionnes ne sont pas marqu6s. 

L'invention concerne egalement les compositions pharmaceutiques, notamment 
les vaccins, comprenant au moins un antiidiotype susmentionn6, en association avec un 
vehicule physiologiquement acceptable. 
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L'invention a plus particulierement pour objet les compositions pharmaceutiques 
susmentionn6es comprenant au moins un anti-idiotype tel que d6fini ci-dessus, associe a 
une mol6cule porteuse, proteique ou non, pouvant induire in vivo la production 
d'anticorps neutralisant la prot6ine exog&ne ou endog£ne responsable de la pathologie, 
ou induire in vivo une r6ponse immune cellulaire cytotoxique. 

L'invention conceme 6galement les compositions pharmaceutiques, comprenant 
des anticorps tels que definis ci-dessus, en association ou non avec un vehicule 
physiologiquement acceptable. 

L'invention sera davantage illustree a l'aide de la description d6taill6e qui suit de 
la synthese d'aza-p 3 aminoacides, et de peptides hybrides les contenant, ainsi que de leur 
activit6 biologique. 

I) Peptides hybrides de rhistone H4 

La sequence sur laquelle les Inventeurs ont travaille dans un premier temps est un 
peptide de rhistone H4 (r6sidus 88-99: YALKRQGRTLYG) qui repr6sente un epitope 

T CD4 + immunodominant minimum reconnu par des cellules Th. ganglionnaires de 
souris immunis6es contre du nucleosome, structure de base de la chromatine, form6e 
d'ADN et des quatre histones H2A, H2B, H3 et H4. II a ete demontre ces dernieres 
ann6es que le nucleosome joue un r61e primordial en tant qu'antigene et immunogdne 
dans une maladie autoimmune systemique, le lupus eryth6mateux dissemin6, qui touche 
aujourd'hui 1 million d'Americains. Ce peptide de la region C-terminale de 1'histone 
H4 a l'importante propriete de ne pas Stre reconnu par des cellules Th generees contre la 
proline H4 isol6e, mais seulement par les cellules Th g6n£r6es contre le nucleosome. 
Des etudes d£taillees de ce peptide chez la souris normale BALB/c et a Paide d'un 
module murin de lupus (souris NZBxNZW) ont permis d'obtenir des informations 
concernant la reponse cellulaire T CD4 + et B (production d'anticorps) dirigdes contre ce 
peptide. 

La synthese de plusieurs analogues de ce peptide 88-99 de rhistone H4 a 6te 
rktlisee en rempla9ant avec succes differentes positions par leur analogue respectif 

N a haa, selon la methodologie decrite ci-dessous. 
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A) Methodoloeie de Svnthese 

La synthase ctecrite ci-aprfes est celle d'aza-p 3 peptides ou peptides hybrides 
incluant un ou plusieurs monomeres aza-p 3 amino acides, homologiies azot6s d'amino 
acides. Les chaines lat6rales des monom&res mimant les aminoacides sont portees par 

5 des atomes d'azote qui sont isoelectroniques des CHcc, (atomes d'azote chiraux a 
configuration non fix6e), ce qui leur conf6re une grande liberte conformationnelle. De 
plus, ces monomeres ne possfcdent aucun centre d'asym&rie de configuration fixee. Le 
positionnement correct de la chaine peptidique dans un site enzymatique se produit k la 
fois par le d6placement d'equilibres confonnationnel et configurationnel. Inaction d'un 

10 tel compos6, d*un point de vue ster6ochimique, est equivalente k celle d'un melange de 
diast6r6oisomeres en 6quilibre rapide, 1'interaction avec le site enzymatique d6plapant 
Fequilibre vers le plus affine. 

La methode de la pr6sente invention permet d'introduire une grande variet6 de 
chaines lat6rales, prot6og6niques ou non prot6ogeniques, dans des positions choisies. 

15 D'autres benefices potentiels en r6sultent 6galement tels qu'une simplification des 
methodes de synthese (suppression des probfemes st6r6ochimiques) et une plus grande 
r6sistance de tels analogues aux squelettes modifies vis-a-vis de Taction des peptidases. 
Ceci permet d'une part de mimer la plupart des aminoacides naturels et non naturels et 
d'autre part d'introduire sur le squelette pseudopeptidique des chaines lat6rales 

20 susceptibles de moduler ses caract6ristiques biophysiques. L'introduction de 
groupements favorisant le passage de ces analogues a travers les membranes cellulaires 
(chaines lipophiles) ou augmentant leur solubilit6 dans le milieu plasmatique 
(groupements perfluores par exemple) nous permet de moduler, voire, d f optimiser la 
biodisponibilit6 de ces composes. 

25 

a) Monomferes aza-B 3 -amino acides 
Deux methodologies de synthase sont utilisdes pour obtenir les monomeres aza- 
p 3 -amino acides a partir des hydrazines convenablement substitutes et protegees, selon 
la nature des chaines laterales que Ton d6sire mimer. 
30 - Soit par bromoac&vlation dTivdrazines NJST-disubstituSes. la deprotection du 

monomere orthogonalement protege conduisant a l'aza p 3 amino acide desir6 avec des 
rendements de l'ordre de 60-80 %. 
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H R 1 O R= tBu 

GP A/ BrCH 2 CQ 2 R GP^A A^ 01 0U CF * CO * H 



i 




it K 2 C0 3 » R=Bz 

" 60-95% H2Pd/C 

50-90% 

R 1 : H CH 3 CH(CH 3 ) 2 CH 2 CH(CH 3 )2 CH 2 Ph (CH 2 ) 4 NHBoc 
N a hGIy N a hAla N a hVal N a hLeu N a hPhe N a hl_ys 

Cette methode consistant a realiser une substitution nucteophile puis une 
deprotection a et6 publi6e dans Synlett : New Monomers for Solid Phase Synthesis of 

Hydrazinopeptoides: the N a -Substituted-NP-Protected hydrazinoglycines and N a - 

Substituted-NP-Protected hydrazinoglycinals. A. Cheguillaume, I. Doubli-Bounoua, M. 
Baudy-Floc'h, P. Le Grel, Synlett 2000, 3, 331-334. 

- Snit par a mination reductrice de l'acide glyoxylique . 

Cette m6thode est une nouvelle m6thode de synthese des Fmoc-aza-6 3 amino 
acides (IS^haa): A une suspension d'hydrazine substitute Fmoc proteg6e (leq) dans 
50ml d'EtOH, de l'acide glyoxylique (l.leq) est ajout6 sous agitation. Apres 0.5h, 
NaBH 3 CN (1.2eq) est ajoute au melange, le pH est ajust6 k 3-4 par addition d'HCl 2N, 
apres 0.5h supplementaire le pH est ajuste k 1. Apr6s 10 min d'agitation le melange 
r6actionnel est concentre par evaporation, puis dilue par addition de 100 mL d'ac6tate 
d'6thyle. La solution est lav6e successivement par NaHCQ3 (5%) et de la brine puis 
s6ch6e sur Na2S04. Aprfes Evaporation du solvant, on obtient le monom&re Fmoc-aza-B 3 
amino acide avec des rendements de Pordre de 82-87%. 

H 1 R 1 iO 

GP'N.** CH °- C ° 2H . °^AA>H 

H NaBH 3 CN, EtOH, 2N HCI ^ 

60-85% N a haa 

GP=Boc ou Fmoc 

R 1 : H CH 3 CH(CH 3 )2 CH 2 CH(CH 3 )2 CH 2 Ph (CH 2 ) 4 NHBoc 
N a hGly N a hAIa N a hVaI N a hLeu N a hPhe N a hLys 
CH 2 C0 2 tBu (CH 2 ) 2 SMe CH 2 (C 6 H 4 )OCH 2 OC 2 H 5 (CH 2 ) 3 NHC=(NBoc)NHBoc 
N a hAsp N a hMet N a hTyr N a hArg 

a-1) Fmoc aza-B 3 -GIycine (Fmoc-N^hGly-OH) 

A une suspension de Fmoc carbazate (leq) dans 50ml d'EtOH, de l'acide 
glyoxylique (l.leq) est ajout6 sous agitation. Apres 0.5h, NaBH 3 CN (1.2 eq) est ajout6 
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au melange, le pH est ajustS a 3-4 par addition d'HCl 2N, aprfes 0.5h suppl&nentaire le 
pH est ajust6 k 1. Aprfes 10 min d'agitation le melange r6actionnel est concentrS par 
Evaporation, puis dilu6 par addition de 100 mL d'ac&ate d'&hyle. La solution est lav6e 
successivement par NaHC0 3 (5%) et de la brine puis s6ch6e sur Na 2 S0 4 . Apres 
5 Evaporation du solvant, on obtient le monomfcre Fmoc-aza-fi 3 glycine avec un rendement 
de 86%. 

mp: 122-124°C. *H NMR (DMSO) : 3.75 (s, 2H, CH 2 ), 4.25 (t, 1H, / = 6.8 Hz, 
CH), 4.50 (d, 2H, 6.8 Hz, CH 2 ), 6.90 (br s, 1H, NH), 7.30-7.85 (m, 8H, Ar), 10.0 (s, 
lH,OH). 13 C NMR (DMSO): 162.90, 144.07, 141.59, 128.06, 127.38, 125.44, 120.30, 
10 67.37, 58.00, 47.43. HRMS: (M+) Calc. pour C,7H 15 N 2 0 3 295.1082; Tr: 295.1083. 

a-2) Fmoc -aza-p 3 -Aspartique acide (Fmoc-N a hAsp(OtBu)-OH). 

a-2-1) Fmoc NH-NHCH 2 C0 2 tBu: A une solution de 2.54g de 
Fmoc carbazate (10 mmol) dans 10ml DMF, une solution de 1.95g de bromoacetate de 
15 tert-butyl (lOmmol) dans 10ml de CH 2 C1 2 est ajoutee goutte a goutte sous agitation k 
temperature ambiante. Apres 12h d'agitation, le solvant est partiellement 6vapore et le 
r6sidu est purifie par chromatographie sur gel de silice (ethyl acetate / hexane 1/1) pour 
obtenir 2.79g (rendement: 76%) sous forme d'huile incolore qui cristallise lentement. 
mp.ll4-116°C. lH NMR (CDC1 3 ) 1.50 (s, 9H, tBu), 3.61 (d, 2H, CH2), 4.25 (t, 
20 1H, /= 6.8 Hz, CH), 4.44 (d, 2H, J= 6.8 Hz, CH 2 )> 6.90 (brs, 1H, NH), 7.20-7.80 (m, 

13H, ar). l3 C NMR (CDCI3): 171.55, 162.90, 144.07, 141.59, 128.06, 127.38, 125.44, 
120.30, 82.21, 67.37, 53.10, 47.43, 28.42. C 2l H24N 2 0 4 368.1736 Calc: C, 68.45; H, 
6.57; N, 7.61; Tr., C, 68.56; H, 6.73; N, 7.62. 

a-2-2) Fmoc-N^hAsp^tB^-OH : 
25 Le monomere Fmoc-I^hAspfOtBu) est prepare en suivant le mode op6ratoire 

general d'amination r6ductrice k partir de l'hydrazine Fmoc NH-NHCH,CO z tBu decrit 
plus haut 

87% ; mp: 98-100°C. lH NMR (CDCI3): 1.50 (s, 9H, ten), 3.60 (m, 2H, CH2), 
3.72 (m, 2H, CH2), 4.22 (t, 1H, J= 6.3 Hz, CH), 4.50 (d, 2H, J = 6.3 Hz, CH2), 7.20 
30 (brs, 1H, NH), 7.22-7.84 (m, 8H, ar). ™C NMR (CDC1 3 ): 171.23, 171.00, 158.03, 
143.61, 141.76, 128.33, 127.59, 125.33, 120.50, 83.80, 68.19, 59.20, 58.80, 47.49, 
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28.53. HRMS: (M+) Calc.pour C23H 2 6N 2 0 6 426.1790; Tr: 426.1790 Anal, calc: C, 
64.76; H, 6.15; N, 6.57; Tr, C, 64.84; H, 6.18; N, 6.58. 

a-3) Fmoc aza-B 3 -Methionine (Fmoc-N^hMet-OH) 

a-3-1) Fmoc NH-NH(CH 2 ) 2 SMe : A une solution de Methyl Thio 
Acetaldehyde Dimethylacetal (5g, 36mmol) dans CH 2 C1 2 , 16ml d'HCl (1%) est 
additional. Apres agitation k temp6rature ambiante pendant 0.5h, une suspension de 
Fmoc cabazate (8.38g, 33mmol) dans 100ml de THF est additionnee. Aprfes lOmin, lg 
de tamis moleculaire (4A) est ajoute et le m61ange est laiss6 sous agitation pendant 12h. 
2.14g de cyanoborohydrure de sodium (34mmol) sont ensuite ajoutSs par fractions sur 
une p6riode de 45min, le pH 6tant maintenu k 3-4 par addition par une solution d'HCl 
2N. Le m61ange est agit6 pendant 2h suppl&nentaire, puis ajustS k pH 1 . Le m61ange est 
dilu6 dans 50ml d'ac6tate d'6thyle, neutralist par NaHCC>3 e t lave par de la brine. Les 
phases aqueuses sont extraites par 3x50ml de CHjC^ . Les phases organiques sont 
rassembtees et s6ch£es sur Na2SC>4. Le solvant est 6vapor6 et Fhuile obtenue est reprise 
a Tether de petrole pour donner im precipite de 4.54g (42%). 

mp:132°C. *H NMR (CDCI3): 2.15 (s, 3H, CH3), 2.64 (t, 2H, J= Hz, CHJ, 3.12 
(t, 2H, J= Hz, CHy, 4.25 (t, 1H, J= 6.6 Hz, CH), 4.52 (d, 2H, J= 6.6 Hz, CH2), 6.46 

(brs, 1H, NH), 7.25-7.82 (m, 8H, ar), 8.21 (brs, 1H, NH). 13 C NMR (CDC1 3 ): 157.67, 
144.05, 141.75, 128.21, 127.51, 125.39, 120.46, 67.41, 50.09, 47.58, 32.63, 15.66. Anal 
calc. pour Ci 8 H 20 O 2 N 2 S 328.1245: C, 65.83; H, 6.14; N, 8.54; S, 9.74. Tr: C, 65.90; H, 
6.18; N, 8.62; S, 9.69. 

a-3-2) Fmoc-N a hMet-OH: 1 
Le monomere Fmoc-N a hMet-OH est pr6par6 en suivant le mode operatoire 
general d'amination reductrice k partir de Thydrazine Fmoc NH-NH(CH ? ^SMe d ecrit 
plus haut 

83%. *H NMR (CDCI3): 2.15 (s, 3H, CH 3 ), 2.55 (t, 2H, J= Hz, CH 2 ), 3.15 (t, 
2H, Hz, CH 2 ), 3.69 (s, 2H, CH 2 ), 4.20 (t, 1H, J= 6.6 Hz, CH), 4.50 (d, 2H, J= 6.6 
Hz, CH2), 6.95 (brs, 1H, NH), 7.25-7.82 (m, 8H, ar), 9.24 (si, 1H, OH). NMR 
(CDCI3): 173.42, 156.02, 143.87, 141.76, 128.26, 127.54, 125.38, 120.45, 67.54, 59.18, 
56.70, 47.56, 30.12, 16.09. HRMS • [M+H]+ C 20 H 23 N 2 O 4 S Calc: 387.1379; Tr: 
387.1379. 
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a-4) Fmoc aza-B 3 -Tyrosine (Fmoc-N^TyrCOC^OEQ-OH) 

a-4-1) 4-(ethyloxymethyloxy)benzaldehyde: A un melange de 
4-hydroxybenzaldehyde (5g, 0.041 mol) et de 12ml de triethylamine dans 30ml de 
THF est ajoute une solution de chloromethyl ethyl ether (5.65g, 0.06mol) dans 20ml 
THF a 0°C et le melange esst agite k temperature ambiante pendant 2h. Le chlorhydrate 
de triethylamine est j&ltreet le solvant est evapore sous pression r6duite pour donner le 
4-ethyloxymethyloxy benzaldehyde sous forme d'huile (6.63g, 90%). 

1H NMR (CDC1 3 ): 1.30 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CH 3 ), 3.70 (q, 2H, J = 7.1 Hz, 
CH 2 ), 5.25 (s, 2H, CH 2 ), 7.15-7.80 (m, 4H, ar), 10.10 (s, 1H, CHO). 

a«4-2) Fmoc-NH-NHCH 2 (C 6 H4)OCH 2 OEt : 5.6g de Fmoc 
cabazate (22mmol) est ajoute sous agitation k une solution de 4- 
(ethyloxymethyloxy)benzaldehyde (5.3g, 29mmol) dans 100ml de THF sec k 
temperature ambiante. Aprds 10mm, lg de tamis moleculaire (4A) est ajoute et le 
melange est agite pendant lh. 1.57g de cyanoborohydrure de sodium (25mmol) est 
ajoute en 45mm et le pH est maintenu a 3-4 par addition d'une solution d'HCl (2N). 
Apres 2h d' agitation, le pH est ajuste a 1. 50ml d'ac6tate d'ethyle sont alors additionne 
et le melange est neutralise par une solution saturee de NaHC0 3 . La phase aqueuse est 
extraite par CH2CI2 (3x50ml). Les phases organiques sont s6chees sur Na2S04 et le 
solvant est evapore sous pression reduite pour donner une huile qui par addition d' ether 
de petrole donne un precipite blanc (5.34g, 58%). 

Mp: 113°C. *H NMR (CDCI3): 1.30 (t, 3H, 7- 7.1 Hz, CH3), 3.70 (q, 2H, 
7.1 Hz, CH2), 3.98 (d, 2H, J= 6.8Hz, CH2), 4.25 (t, 1H, J= 6.8 Hz, CH), 4.50 (d, 2H, 
J= 6.8 Hz, CH2), 5.25 (s, 2H, CH2), 6.30 (brs, 1H, NH), 7.15-7.80 (m, 13H, ar), 8.21 
(brs, 1H, NH). 13 C NMR (CDCI3): 157.49, 144.06, 141.76, 130.70, 128.19, 127.50, 
125.40, 120.44, 116.68, 93.58, 67.36, 64.65, 55.48, 47.60, 15.53. Anal.Calc : 
C 2 5H2^N20 4 : 418.1892. C, 71.74 ; H, 6.27; N, 6.70; Tr : C, 71.78; H, 6.29; N, 6.70. 

a-4-3) Fmoc-^hTyr (OCH 2 OEt)-OH : 
Le monomere Fmoc-N^hTyr (OCH 2 OEt)-OB[ est prepare en suivant le mode 
operatoire general d'amination reductrice k partir de l'hydrazine Fmoc-NH- 
NHCH?( OH^QCH^QEt d ecrit plus haut 
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1H NMR (CDCI3): 1.25 (t, 3H, J= 7.0 Hz, CH 3 ), 3.68 (q, 2H, J= 7.0 Hz, CH2), 
3.70 (s, 2H, CH2), 4.05 (s, 2H, CH2), 4.20 (t, 1H, J= 6.8 Hz, CH), 4.50 (d, 2H, 6.8 
Hz, CH 2 ), 5.26 (s, 2H, CH 2 ), 6.80 (brs, 1H, NH), 7.25-7.80 (m, 8H, ar), 8.60 (brs, 1H, 
NH), 9.80 (br s, 1H, OH). 13c NMR (CDCI3): 173.40, 157.68, 156.02, 143.93, 141.74, 
131.04, 128.23, 127.55, 125.43, 120.43, 116.73, 93.48, 66.30, 64.68, 61.11, 59.00, 
47.51, 15.61. HRMS [M+H]+ C27H29N2O6 Calc: 477.2026; Tr: 477.2023. Anal. Calc; C, 
68.04; H, 5.93; N, 5.88; Tr: C, 68.00; H, 5.90; N, 5.87. 

a-5) Fmoc aza-p 3 Arginine (Fmoc-N a hArg (Boc)-OH) 

a-5-1) l^ert-Butoxycarbonylamino-3,3-diethoxypropane: Un 

m61ange de di-tert-butyl dicarbonate (9g, 40 mmol.) dans le dioxane (40ml) est 
additionn6 goutte k goutte, k une solution, sous agitation et k 0°C, de l-amino-3,3- 
di&hoxypropane (5.52g, 37 nnnol) et de Et 3 N (4.04g, 40 mmol) dans 5ml dioxane. 
Aprds 2h, le melange est agit6 k temperature ambiante 12b puis le solvent est 6vapor6. 
L'huile r6siduelle est reprise par lOmL d'eau, acidifiee avec 30ml HC1 (1%), puis 
extraite k Tac6tate d'6thyle (60ml x 3). Les phases organiques sont sechees (MgS04) et 
6vapor6es pour donner 8.89 g de l-terr»Butoxycarbonyl»amino-3,3-diethoxypropane 
(90%). 

1HNMR (CDCI3): 1.20 (t, 6H, J= 8.8 Hz, CH 3 ), 1.40 (s, 9H, C(CH 3 ) 3 ), 1.60-2.00 
(m, 2H, CH 2 C), 3.00-3.80 (m, 6H, OCH 2 +NHCH 2 ), 4.50 (t, 1H, /= 6.4 Hz, CH), 5.05- 
5.10(br,lH,NH). 

a-5-2) 3-tert-Butoxycarbonylaminopropanal: Une solution de 
l-tert-Butoxycarbonyl-amino-3,3-diethoxypropane (8.89g, 36mmol) dans 15ml d'acide 
ac&ique et 4ml d'eau est agitee a temperature ambiante pendant lOh, puis neutralist 
par NaHC0 3 , reprise a 1' acetate d'ethyle et lavee a brine. Les phases organiques sont 
6vaporees a pression reduite pour donner 5.17g de 3-tert-butoxycarbonylaminopropanal 
(83%). 

1H NMR (CDC1 3 ): 1.45 (s, 9H, C(CH 3 ) 3 ), 2.60-2.80 (t, 2H, CCH 2 ), 3.20-3.50 (m, 
2H, NCH 2 ), 5.10-5.20 (br s, 1H, NH), 9.86 (s, 1H, CHO). 

a-5-3) Fmoc-NH-NH(CH 2 ) 3 NHBoc: 5.08g de Fmoc carbazate 
(20mmol) est additionne a une solution sous agitation de 3-tert- 
Butoxycarbonylaminopropanal (3.46g, 20mmol) dans 100ml de THF sec k temperature 
ambiante. Apr&s lOmin, lg de tamis moleculaire (4A) est ajoutS et le melange 
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r6actionnel est agit£ pendant 12h. 1.26g de cyanoborohydrure de sodium (20mmol) est 
ajout6 par fractions en 45min. Le pH est maintenu k 3-4 par addition d'une solution 
d'HCl 2N. Le melange est agite pendant 2h supptementaire, puis le pH est ajuste a 1. 50 
mL d'acetate d'ethyle sont alors ajout6 au m61ange, la solution est neutralis6e par 
NaHC03. Le melange est extrait par CH2CI2 (3x50ml). Les phases organiques sont 
s6ch6es (Na 2 S04> et le solvant est 6vapore pour donner une huile qui cristallise par 
addition dither de p6trole (4.27g, 52%). 

mp: 101°C. l H NMR (DMSO) 1.40 (s, 9H, tBu), 1.50 (m, 2H, CH 2 ), 2.68 (m, 2H, 
CH 2 ), 2.98 (m, 2H, CH 2 ), 4.24 (t, 1H, J = 6.9 Hz, CH), 4.32 (d, 2H, J = 6.9 Hz, CH 2 ), 
4.70-4.85 (brs, 1H, NH), 6.78 (brs, 1H, NH), 6.80 (brs, 1H, NH), 7.25-7.90 (m, 8H, ar): 
13 C NMR (DMSO) 157.21, 155.95, 144.18, 142.94, 127.98, 127.64, 125.59, 120.46, 
77.71, 65.82, 47.08, 38.39, 28.62, 28.21. HRMS calc CaaEfeaNaO* 411.2158 Anal Calc 
C 2 3H 29 N 3 04: C, 67.12; H, 7.1 1; N, 10.22. Tr: C, 67.22; H, 7.19; N, 10.24. 

a-5-4) Aza-p 3 -(Boc)homolysinate de benzyle 

A une solution d'hydrazine Fmoc protegee Fmoc-NH-NH(CH 2 )3 NHBoc obtenue 
lors de l'6tape pr6cedente (3.7g, 9mmol) et de 2-bromoacetate de benzyle (2.66g, 
11.6mmol) dans 20ml de toluene est ajoutee K2CO3 (802mg, 5.8mmol). Le m61ange est 
porte k reflux sous agitation pendant 28h. La solution est filtr6e et 6vapor6e sous vide. 
Le brut est chromatographi6 sur gel de silice (ethyl acetate/hexane 1/3) pour donner 
3.02g (60%) d , aza-p 3 -(Boc)homolysinate de benzyle sous forme d'huile qui precipite 
lentement. 

mp: 107°C 1 H NMR (CDCI3) 1.50 (s, 9H, tBu), 1.62 (m, 2H, CH2), 2.97 (m, 2H, 
CH2), 3.24 (m, 2H, CH2), 3.75 (m, 2H, CH2), 4.20 (t, 1H, J= $.9 Hz, CH), 4.50 (d, 2H, 
J= 6.9 Hz, CH2), 5.19 (s, 2H, CH2), 6.88 (brs, 1H, NH), 7.25-7.90 (m, 13H, Ar). 13 C 
NMR(CDC1 3 ): 171.23, 156.55, 155.50, 144.13, 141.77, 135.54, 129.13, 129.04, 128.84, 
128.14, 127.47, 125.44, 120.40, 79.38, 67.09, 64.47, 57.63, 54.56, 47.67, 38.83, 28.85, 
27.83. HRMS calc. : C32H37N3O6: 559.2682. Anal calc. C32H37N3O6: C, 68.66 ; H, 
6.67; N, 7.51. Tr: C, 68.59; H, 6.86; N, 7.28. 

a-5-5) Aza-p 3 -hamolysinate de benzyle 

A une solution de d'aza-p 3 -(Boc)homolysinate de benzyle (0.56g, lmmol) dans 4 
mL de DCM, 2 mL de TFA sont ajout6s et la solution est agit6e pendant 6h k 
temperature ambiante. Une evaporation sous pression reduite conduit k l'aza-p 3 - 
homolysinate de benzyle (0.41g, 92%) sous forme d'huile. 
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a-5-6) Aza-p 3 -arginate (N-Boc) de benzyle 
L'aza-p 3 -homolysinate de benzyle (0.1 8g, 0.40mmol) en solution dans 5ml de 
CH2CI2 est lentement additionn6 a une solution de (BocNH) 2 C=NTf (0.1 6g, 0.41mmol) 
[(BocHN)2C=NTf est prepare selon la mdthodologie de Feichtinger, K; Zapf, C; Sings, 
H.L; Goodman, M. J.Org.Chem. 1998, 63, 3804] et de tri&hylamine (0.64ml, 
0.46mmol). Apr&s agitation a temperature ambiante pendant 12h, la solution est lavee 
par une solution satur6e de NaHC03 (25ml) et la phase aqueuse est extraite par CH2CI2 
(3x50ml). Les phases organiques r6unies sont sechees sur Na2S04 et concentr6es in 
vacuo. Le brut, purifi6 par flash chromatographie (ethyl acetate/hexane 1/2), conduit a 
' l*aza-p 3 -arginate (N-Boc) de benzyle 0.23g (85%). 

mp: 70-72°C. lH NMR (CDCI3) 1,39 (s, 18H, tBu), 1.60 (m, 2H, CH 2 ), 2.80 (m, 
2H, CH 2 ), 3.32 (m, 2H, CEy, 3.66 (m, 2H, CH^, 4.24 (t, 1H, J= 7.1 Hz, CH), 4.45 (d, 
2H, /= 7.1 Hz, CH 2 ), 5.05 (s, 2H, CH 2 ), 6.95 (brs, 1H, NH), 7.27-7.82 (m, 13H, Ar), 

8.28 (brs, 1H, NH), 11.45( brs, 1H, NH). 13 C NMR (CDCI3): 171.45, 170.80, 163.97, 
156.57, 153.59, 144.17, 141.73, 135.67, 129.06, 128.91, 128.78, 128.09, 127.45, 
. 125.47, 120.34, 83.35, 79.48, 66.93, 60.74, 58.04, 53.89, 47.64, 38.83, 28.67, 28.44, 
27.45. HRMS C38H47N5O8 Calcd.701.3424 Anal. Calcd for CsgH^NsOg C, 65.02; H, 
6.75; N, 9.98. Found: C, 65.10; H, 6.83; N, 9.98. 

a-5-7) FmocN ct hArg(Boc)-OH : 

30mg de Pd/C a 10% sont ajout6s a une solution d'aza-p 3 -arginate (N-Boc) de 
benzyle (0.35g, O.Smmol) dans 25ml d'ethanol sous atmosphere d'hydrogene. Le 
mdlange est agit6 a temperature ambiante pendant 6h. Le catalyseur est filtre sur celite. 
La c61ite est lav6 par EtOH (3x1 5ml) et le filtrat est evapore pour conduire a 0.26g 
(89%) d'aza-p 3 -arginine (N-Boc) sous forme d'huile qui cristallise lentement. 

Mp: 94°C. l K NMR (CDCI3) 1.38 (s, 9H, tBu), 1.39 (s, 9H, tBu), 1.62 (m, 2H, 
CH 2 ), 2.89 (m, 2H, CH 2 ), 3.38 (m, 2H, CH 2 ), 3.60 (m, 2H, CH 2 ), 4.14 (t, 1H, J= 7.1 
Hz, CH), 4.40 (d, 2H, J= 7.1 Hz, CH 2 ), 7.27-7.82 (m, 8H, Ar), 7.95 (br s, 1H, NH), 
8.50 (br s, 1H, NH), 11.50 (br s, 1H, NH). 13 C NMR (CDCI3): 171.35, 170.70, 163.90, 
157.45, 153.57, 143.96, 141.75, 128.18, 127.52, 127.31, 125.44, 120.38, 83.35, 79.60, 
. 67.42, 58.04, 53.89, 47.61, 38.83, 28.59, 28.46, 27.47. HRMS calc pour C31H41N5O8 
(M+) 611.2955. Tr (M+) 611.2958. Anal. Calc. for C 3 iH4iN 5 0 8 : C, 60.85; H, 6.76; N, 
11.45. Tr. C, 60.95; H, 6.78; N, 11.47. 
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a-6) Fmoc aza-B 3 -Lysine (Fmoc-I^hLys-OH) 

a-6-1) l-rer^ButoxycarbonyIamino-3,3-diethoxybutane: Un 
m61ange de di-tert-butyl dicafbonate (9.6 g, 40 mmol.) dans le dioxane (40ml) est 
additionn6 goutte k goutte, k une solution, sous agitation et k 0°C, de l-amino-3,3- 
di&hoxybutane (5.9, 37 mmol) et de EtjN (4.04g, 40 mmol) dans 5ml dioxane. Apr&s 
2h, le melange est agite k temperature ambiante 12h puis le solvent est evapore. L'huile 
r6siduelle est reprise par lOmL d'eau, acidiffee avec 30ml HC1 (1%), puis extraite k 
V acetate d'6thyle (60ml x 3). Les phases organiques sont s6ch6es (MgS04) et 6vapor6es 
pour donner 9.4 g de l-re^Butoxycarbonyl-amino-3,3-diethoxybutane (90%). 

lH NMR (CDC1 3 ): 1.20 (t, 6H, J= 8.8 Hz, CH 3 ), 1.40 (s, 9H, C(CH 3 )3), 1.60-1.80 
(m, 2H, CH 2 C), 3.15 (m, 2H NCH 2 ), 3.48 (m, 2H, OCH 2 ), 3. 85 (m, 2H, OCH 2 )„ 4.45 
(t, 1H, J= 6.4 Hz, CH), 4.65-4.70 (br, 1H, NH). 

a-6-2) 3-tert-Butoxycarbonylaminobutanal: Une solution de 1- 
tert-Butoxycarbonyl-amino-3,3-diethoxybutane (1.61g, 6.2 mmol) dans 12ml d'acide 
ac6tique et 6ml d*eau est agit6e k temperature ambiante pendant 5h, puis neutralisee par 
NaHC0 3 , reprise k l'ac6tate d'ethyle et lav6e a brine. Les phases organiques sont 
6vapor6es k pression r^duite pour doimer 1.27g d'une huile correspondant au 3-tert- 
butoxy carbonylaminobutanal en 6quilibre avec l'hydroxy-2 pyrazolidine. 

1H NMR (CDCI3): 1.40 (s, 9H, C(CH 3 ) 3 ), 1.70-2.00 (m, 4H, CH 2 ), 3.20-3.50 (m, 
2H, CH 2 ), 5.30-5.40 (br s, 1H, NH), 9.86 (s, CHO). 

a-6-3) Fmoc-NH-NH(CH 2 ) 4 NHBoc: 5.08g de Fmoc carbazate 
(20mmol) est additionn6 k une solution sous agitation de 3-tert- 
Butoxycarbonylaminobutanal (3.46g, 20mmol) dans 100ml de THF sec k temp6rature 
ambiante. Apres lOmin, lg de tamis mol6culaire (4 A) est ajoute et le melange 
r£actionnel est agit6 pendant 12h. 1.26g de cyanoborohydrure de sodium (20mmol) est 
ajout6 par fractions en 45min. Le pH est maintenu a 3-4 par addition d'une solution 
d'HCl 2N. Le melange est agite pendant 2h supplementaire, puis le pH est ajust6 k 1. 50 
mL d 9 ac6tate d'ethyle sont alors ajoute au melange, la solution est neutralist par 
NaHC0 3 . Le melange est extrait par CH 2 C1 2 (3x50ml). Les phases organiques sont 
s6chees (Na 2 S04) et le solvant est evapor6 pour donner une huile qui cristallise par 
addition d'6ther de petrole (4.27g, 52%). 
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84%. mp: 149°C l K NMR (DMSO): 1.45 (s, 9H, tBu), 1.55 (m s 4H, 2CH 2 ), 2.90 
(m, 2H, CH 2 ), 3.20 (m, 2H, CH 2 ), 4.25 (t, 1H, J= 6.8 Hz, CH), 4.50 (d 9 2H, J= 6.8 Hz, 
CH 2 ), 4.65 (br s, 1H, NH), 6.45 (br s, 1H, NH), 7.30-7.85 (m, 8H, ar). *3 C nmr 
(DMSO): 158.53, 156.06, 144.13, 141.07, 128.00, 127.41, 125.55, 120.44, 77.73, 65.82, 
50.05, 47.05, 40.52, 28.58, 27.47, 24.93. Anal. Calc : C24H31N3O4 425.2314 C, 67.73; 
H, 7.35; N, 9.88; Tr: C, 67.70; H, 7.33; N, 9.87. 

a-6-4) Fmoc-lSPhLys (Boc)-OH: 
Le monom&re Fmoc-N^Lys^oc^OH est prepare en suivant le mode op6ratoire 
g6n6ral domination r6ductrice k partir de Thydrazine Fmo c-NH-NHfCHo^ NHBoc d£crit 
plus haut 

82%.^ NMR (CDCI3): 1.45 (s, 9H, tBu), 1.55 (m, 4H, 2 CH 2 ), 3.10 (m, 2H, 
CH 2 ), 3.60 (in, 2H, CH 2 ), 4.25 (t, 1H, 6.8 Hz, CH), 4.50 (d, 2H, J= 6.8 Hz, CH 2 ), 
4.80 (br s, 1H, NH), 6.90 (br s, 1H, NH), 7.30-7.85 (m, 8H, ar). 13c NMR (CDC1 3 ): 
170.97, 156.49, 156.00, 144.17, 141.76, 128.84, 128.14, 125.48, 120.40, 79.38, 67.04, 
58.00, 56.52, 47.64, 40.53, 28.83, 27.68, 25.01. HRMS C26H33N3O6 [M+Na]+ Calc: 
506.2267; Tr: 506.2265. 

a-7) Fmoc -aza-p 3 -Asparagine (Fmoc-^hAsnCTrt^OH). 

a-7-1) Boc NH-NHCH 2 C03SH 2 : A une solution de glyoxalate de 
methyle (3 g ; 33,6mmol) dans le DCM (50mL) est ajout6 du Boc carbazate (4,23g ; 
0,95 eq). Le milieu r6actionnel est laisse 12h sous agitation k temperature ambiante et 
est concentre pour donner un solide pateux directement r6duit par hydrogenation 
catalytique dans le methanol (30mL) en presence de Pd/C (200mg) pendant 20h. Le 
milieu r6actionnel est concentre puis une solution de m6thanol ammoniacal 6N (13mL) 
est ajout6e. Le milieu r6actionnel est laiss6 sous agitation pendant 48h k temperature 
ambiante puis est concentr6. En presence d'6ther di&hylique Thuile precipite pour 
donner le produit attendu sous forme d'uh solide blanc (4,27g, 70%). 

RMN 1H (CDCI3) 8 ppm: 1,49 (s, 9H, CH 3 ) ; 3,56 (s, 2H, CH 2 ) ; 5,88 (brs, 1H, 
NH) ; 6,43 (s, 1H, NH amide) ; 7,33 (s, 1H, NH amide). 

a-7-2) Boc-Aza-p 3 -Asn-OBn : A une solution d' amide (7,lg; 
37mmol) dans un melange 1/1 toluene/DMF (70mL) est ajoute successivement le 
K2CO3 (4,6g ; 0,7eq) et le bromoac&ate de benzyle (17,10g ; 2eq).Le milieu rdactionnel 
est laiss6 sous agitation k 50°C pendant 5 jours puis il est concentr6 et repris avec 
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lOOmL de DCM. Apr&s deux lavages k l'eau (2x50mL). La phase organique est s6ch6e 
sur Na 2 S04 puis est concentree pour donner une pate. La trituration dans l'6ther 
di6thylique permet d'obtenir une poudre blanche (5,35g ; 42%) correspondant au produit 
attendu. 

5 RMN 1H (CDC1 3 ) 8 ppm: 1,45 (s, 9H, CH 3 ) ; 3,61 (s, 2H, CH 2 ) ; 3,77(s, 2H, CH 2 ) 

; 5,21 (s, 2H, CH 2 ) ; 5,50 (brs, 1H, NH) ; 6,94 (s, 1H, NH amide) ; 7,33-7,45 (m, 5H, 
Ar); 8,18 (s,lH,NH amide). . 

RMN 13C (CDCI3) 8 ppm: 28,2 (CH 3 ); 58,58 (CH 2 N) ; 60,89 (CH 2 N) ; 67,03 
(C0 2 CH 2 ) ; 81,23 (C(CH 3 ) ; 128,47 128,71 128,75 134,92 (C Ar) ; 155,75 (Boc CO) ; 
10 170,32 (COzBn) ; 172,68 (CONH 2 ). 

a-7-3) Fmoc-Aza-p 3 -Asn-OBn : On fait buller du HC1 gazeux 
dans une solution de BocAza-p 3 -AsnOBn (6,40g) dans lOOmL de DCM. Le milieu 
r6actionnel est laiss6 sous agitation pendant 1 nuit k temperature ambiante puis est 

15 concentr6. Le solide blanc obtenu est triture dans Tether puis est filtr6. n est mis en 
presence de triethylamine (2,30g ; l,2eq) dans le DCM (60mL). La solution limpide est 
concentr6e pour donner un sohde pateux directement solubilis6 dans un melange 
eau/THF 1/1 (lOOmL). NaHC0 3 (3,19g; 2eq) est ajout6 ainsi qu'une solution de 
FmocCl (5,88g ; l,2eq) dans le THF (50mL) goutte a goutte. Le milieu reactionnel est 

20 laisse soxis agitation pendant 24h a t«np6rature ambiante. Aprfcs ajout d'6ther 
di6thylique (75mL) la phase organique est r6cup6r6e et est lav6e avec une solution 
aqueuse saturee en NaCl. La phase organique est s6ch6e sur Na 2 S04 puis est concentr6e 
pour donn6e une huile marron. Le produit brut est purifte parjchromatographie sur gel 
de silice (DCM/AcOEt 3/7 et 1/9) pour r6cup6rer le produit attendu sous la forme d'une 

25 poudre blanche ( g ; %). 

RMN *H (CDC1 3 ) 8 ppm: 3,62 (s, 2H, CH 2 ) ; 3,76 (s, 2H, CH 2 ) ; 4,21 (t, 1H, CH 
Fmoc) ; 4,47 (d, 2H, CH 2 Fmoc) ; 5,23 (s, 2H, CH 2 ) ; 5,42 (brs, 1H, NH) ; 7,16 (s, 1H, 
NH amide) ; 7,28-7,56 (m, 9H, Ar); 7,56 (d, 2H, Ar) ; 7,78 (d, 2H, Ar) ; 7,94 (s, 1H, NH 
amide). 

30 RMN l3 C (CDC1 3 ) 8 ppm: 49,24 (CH Fmoc) ; 60,51 (CH 2 N) ; 62,80 (CH 2 N) ; 

69,19 (CH 2 Fmoc) ; 69,37 (CO^^ ; 122,17 127,09 129,24 129,96 130,54 130,63 
130,66 130,71 137,00 143,44 145,58 (C Ar) ; 158,56 (Fmoc CO) ; 172,29 (C0 2 Bn) ; 
174,32 (CONH 2 ). 
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a-7-4) Fmoc-Aza-p 3 -Asn(NHTrt)-OBn : A une solution de 
Fmoc-Aza-p 3 -Asn(NHTrt)-OBn (180mg, 0,4mmol) dans 2mL d'AcOH sont ajoutes 
successivement le triph6nylm6thanol (102mg, leq), T anhydride acetique (80mg, 2eq) et 
2\xL d'H 2 S04 concentre. Le milieu reactionnel, sous agitation, est porte a 55°C pendant 

5 1 heure puis est laisse refroidir k temp6rature ambiante. Le milieu reactionnel est 
concentre a son 1/3 pour ajoute lOmL d'eau glacial. Apres extraction a r AcOEt, la 
phase organique est lavee a l'eau et avec une solution aqueuse saturee en NaCl. La 
phase organique est sech6e sur Na 2 S04 puis est concentr6e. L'huile obtenue est purifiee 
par chromatographie sur gel de silice (AcOEt/EP) pour r6cup6rer 140mg (50%) de 

10 produit attendu sous la forme d'un solide blanc. 

RMN 1H (CDC1 3 ) 8 ppm: 3,70 (s, 2H, CH 2 ) ; 3,82 (s, 2H, CH 2 ) ; 4,12 (t, 1H, CH 
Fmoc) ; 4,26 (d, 2H, CH 2 Fmoc) ; 5,24 (s, 2H, CH 2 ) ; 7,28-7,60 (m, 26H, Ar); 7,81 (d, 
2H, Ar) ; 9,47 (s, 1H, NH). 

a-8) Fmoc -aza-p 3 -Proline (Fmoc-N a hPro-OH). 

15 a-8-1) ZNH-NHBoc: A une solution de Boc carbazate (7.93g, 

60mmol) dans 60mL de CHCI3 est ajoutde une solution aqueuse de NaOH (2.4g, leq 
dans 60mL d'eau). Le melange est refroidi dans un bain de glace et une solution de 
benzylchloroformate (10.24g leq) dans CHCI3 (60mL) est additionn6e lentement , puis 
le m61ange est maintenu k temp6rature ambiante sous agitation pendant 12h. La phase 

20 organique est ensuite lav6e k Teau, k la brine puis s6chee sur Na 2 SC>4. Aprfes 6vaporation 
du solvant le solide blanc obtenu est repris k Tether de petrole et filtre (14.17g, 89%). 

a-8-2) Benzyl-pyrazolidine-l-carboxylate: A une solution 
d'hydrazine bis protegee (5.33g, 20mmol) dans le DMF (40mL), NaH (80% in oil, 

25 1.21g, 2.1eq) est ajout6 k 0°C. Apres agitation du milieu reactionnel pendant 30 min k 
temperature ambiante, le 1,3-dibromopropane (4.04g, leq) est ajout6 et le melange est 
agit6 pendant 12h. Le melange est verse dans Teau (80mL) et extrait deux fois avec 
AcOEt (2x75mL). La phase organique est lavee a Teau, a la brine et sechee sur Na 2 S0 4 . 
Apres evaporation du solvant, le melange est purifie sur colonne par chromatographie 

30 sur gel de silice (PE-AcOEt 75-25) et conduit a 5.00g de benzyl terf-butyl pyrazolidine- 
1,2-dicarboxylate (82%), qui est ensuite deprotege par dissolution (5.00g, 16.3mmol) 
dans 50mL DCM et saturation en HClg. Apres 12h d'agitation a tempetature ambiante, 
le milieu est concentrS et repris par 30mL d*eau. AcOEt (70mL) est ajout6 et la solution 
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est neutralist par additiond'une solution saturde de NaHCOa. La phase organique est 
lav6e k 1'eau, sech6e sur Na 2 S04, et concentr£e pour donner une huile incolore (3.30g, 
98%). 

a-8-3) Z -Aza-p 3 -Proline terf-butyl ester: A une solution de 
benzyl-pyrazolidine-l-carboxylate (3.30g, 16mmol) dans le tolufcne (40mL) est ajout6 
K2CO3 (1.55g, 0.7eq) et du bromoacetate de terf-butyl (4.68g, 1.5eq). Le melange est 
agit6 pendant 4 jours k 75°C puis filter. Le filtrat est ensuite lave a Feau, a la brine, puis 
s6ch6 sur Na 2 S04. Aprfcs evaporation du solvant, Fhuile obtenue est purifi6e sur une 
colonne de chromatographic de gel de silice (PE-AcOEt 70-30) pour donner 4.35g de Z 
-Aza-(i 3 -Proline terf-butyl ester sous forme d'huile (85%). 

l H NMR (CDCI3): 1.49 (s, 9H, CH 3 ), 2.16 (q, 2H, CH 2 ), 3.24 (t, 2H, CH 2 ), 3.51 (s, 
2H, CH 2 ), 3.65 (t, 2H, CH2), 5.22 (s, 2H, CH 2 ), 7.30-7.49 (m, 5H, Ar). 

13 C NMR (CDCI3) : 26.11 CH 2 , 29.74 CH 3 , 47.09 54.97 60.22 N-CH 2 , 68.85 CH 2 , 
83.06 C(CH 3 ) 3 , 127.83 127.89 128.40 138.37 Car, 157.05 COCH 2 , 170.39 CO. 

a~8-4) Aza-p 3 ~Proline terf-butyl ester : 10% Pd/C (80mg) est 
ajoute k une solution de Z -Aza-p 3 -Proline ferf-butyl ester (l.OOg, 3.12mmol) dans 
MeOH (lOmL). Le melange est laisse sous agitation et sous atmosphere d'hydrogfcne 
pendant 12h (Evolution contr616 par TLC). Le catalyseur est filtr6 sur c61ite et le filtrat 
est 6vapor6 , on obtient 0.58g (99%) d'Aza-P^Proline tert-butyl ester sous forme 
d'huile. 

l H NMR (CDCI3): 1.50 (s, 9H, CH 3 ), 2.01 (q, 2H, CH 2 ), k.90 (t, 2H, CH 2 ), 3.03 (t, 
2H, CH2), 3.39 (brs, 1H, NH), 3.51 (s, 2H, CH 2 ). 

a-8-5) Fmoc-Aza-p 3 -Proline tert-butyl ester: A une solution 
d'Aza-p 3 -Proline tert-butyl ester (0.58g, 3.12mmol) dans THF/eau (10 / 5 mL), sous 
agitation est ajoute NaHC0 3 (0.52g, 2eq) puis goutte k goutte, une solution de FmocCl 
(0.97g, 1.2eq) dans le THF (lOmL). Apres agitation pendant 12h a temperature ambiante 
de 1' ether (50mL) est ajout6 et la phase organique est prelevee, lavee k la brine, s6chee 
sur Na 2 S04, puis evaporee. L'huile obtenue est purifiee sur colonne de chromatographic 
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de gel de silice (EP/EtOAc 9/1 and 6/4). On obtient l.OOg (79%) de Fmoc-Aza-p 3 - 
Proline terf-butyl ester sous foime d'huile. 

! H NMR (CDCI3): 1.52 (s, 9H, CH 3 ), 2.18 (q, 2H, CH 2 ), 3.27 (t, 2H, CH 2 ), 3.55(s, 
2H, CH 2 ), 3.65 (t, 2H, CH 2 ), 4.33 (t, 1H, CH Fmoc), 4.46 (d, 2H, CH 2 Fmoc), 7.30-7.88 
(m, 8H, Ar). 

a-8-6) Fmoc-Aza-p 3 -Proline : Une solution de Fmoc-Aza~p 3 - 
Proline tert-butyl ester (l.OOg, 2.5mmol) dans lOmL de DCM est saturee en HClg puis 
agit6e a temperature ambiante pendant 5h. Le solvant est 6vapor6, le melange est repris 
par de l'eau (20mL), puis Ton ajoute une solution NaHC0 3 (N) jusqu'& pH basique. La 
phase aqueuse est extraite k l'Sther, acidifiSe par HC1 2N, puis extraite k 1'AcOEt. La 
phase organique est lav6e a la brine sech6e sur Na 2 S04. Aprfes Evaporation du solvant le 
solide obtenu est tritur6 dans l'6ther de petrole , on obtient la Fmoc-Aza-p 3 -Proline 
(0.64g, 74%) sous la forme d'un solide blanc. Mp • 130°C 

X H NMR (CDCI3) : 2.01 (q, 2H, CH 2 ), 2.89 (t, 2H, CH 2 ), 3.34(s, 2H, CH 2 ), 3.35 (t, 
2H, CH 2 ), 4.15 (t, 1H, CH Fmoc), 4.47 (d, 2H, CH 2 Fmoc), 7.30-7.88 (m, 8H, Ar). 

13 C NMR (CDCI3) : 24.10 CH 2 , 43.47 N-CH 2 , 45.94 CH Fmoc, 54.12 59.98 N- 
CH 2 , 67.08 CH 2 Fmoc, 118.80, 123.63, 125.95, 126.67, 140.13, 142.12 Car, 157.15 CO 
Fmoc, 169.70 COOH. 

HRMS [M+Na]+ C 20 H 2 oN 2 0 4 Na calc :375.13208 ; tr. 375.1320. 

b) Synthase peptidique ; Peptides Hvbrides 

Les monomeres ddcrits ci-dessus peuvent, a l'instar d'un amino acide protege, etre 
integres dans des positions choisies d'un peptide par synthese sur support solide k Faide 
d'un automate de synthase a strategie Fmoc afin d'obtenir des peptides hybrides. lis 
peuvent 6galement Stre associes pour conduire a des oligomdres constitues 
exclusivement d ! unit6s aza-p 3 -amino acides. 

La synthese des peptides hybrides a 6te effectu6e selon le sch6ma suivant : 
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La synthese des analogues peptidiques a 6t6 r6alis6e £ l'aide d'un synthetiseur 
automatique module PepSyntheziser™ 9050, Milligen, fonctionnant en strategie Fmoc 
en condition de flux continu. Les groupements fonctionnels des chaines lat6rales des 
Fmoc-aminoacides sont prot6ges par les groupements protecteurs suivants: un 
groupement f-butoxycarbonyle (Boc) pour la Lysine (Lys), r-Butyl (tBu) pour la 
Tyrosine (Tyr) et la Threonine (Thr), triph&iylmethyle (Trt) pkur la Glutamine (Gin) et 
2,2,4,5,6 r pentam6thyldihydrobenz^ (Pbf) pour FArginine (Arg). Le 

DMF ne doit contenir aucune amine susceptible de deproteger le groupement Fmoc au 
cours de la synthase et la piperidine utilisee pour les 6tapes de deprotection est pure a 
99%. Le diisopropylcarbodimide (DIPCDI) et le 1-hydroxybenzotriazole (HOBt) sont 
utilis6s en tant qu* agents de couplage. 

La r6sine (1.00 g) pr6chargee (a ~ 0.2 mmol/g) par un residu amino acide ou aza- 
p 3 "aminoacide est plac6e dans le reacteur du synthetiseur. Les couplages sont r6alis6s 
avec quatre fois la stoechiometrie en amino acide ou en aza-p 3 ~aminoacide et un temps 
de couplage de 30 rnn 3 et selon les amino acides ou les aza-p 3 "aminoacides utilises, un 
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double couplage ou un temps de couplage de 60 mn est necessaire. Aprfes chaque 6tape 
de couplage et en fin de synthase, I'extr6mit6 N-terminale du dernier r6sidu greffe est 
d6prot6g6e automatiquement par une solution a 20% de pip6ridine dans le.DMF. 

Le clivage de la r6sine et la dfiprotection des groupements fonctionnels des 
chaines lat&rales sont r£alis6s simultan&nent par action du r6actif K (82.5 % TFA, 5 % 
ph6nol, 5 % eau, 5 % thioanisole et 2.5 % 6thanedithiole). La resine.est extraite du 
rSacteur et rincee au dichloromethane, puis s6chee au dessiceateur. Elle est plac6e dans 
un ballon puis le cocktail de clivage K fralchement pr6par6 est ajoute et le milieu 
reactionnel est laiss6 sous agitation pendant 3 ha temp6rature ambiante. La solution 
contenant le peptide hybride est ensuite r6cup6ree par filtration de la r6sine sur fritt6. 
Apres evaporation du solvant sous pression reduite jusqu'a un volume d'environ 2 mL, 
le peptide hybride brut est isol6 par pr6cipitation dans 1'ether glace et filtration sur fritte. 
II est purifi6 par HPLC sur une colonne phase inverse CI 8 (250 x 4.6 mm) selon un 
gradient dilution (solvant A : eau + TFA 0.1 % et solvant B acetonitrile + TFA 0.08 %) 
0% B k 70% B en 20min puis 70% B a 0% B en 5 min, avec un debit de 1.2 mL / min. 
La d6tection UV est r6alisee a 210 nm. La purete des peptides hybrides synth6tises est 
controlee en spectrometrie de masse par la technique ESI dans un melange ac6tonitrile / 
eau (50 / 50). 
88-99 H4 

La synthese d' analogues du peptide 88-99 de l'histone H4, pour lequel nous avons 
remplace avec succes diff&rentes positions, a 6t6 r6alis6e selori cette m&hodologie. Pour 
exemple les monom&res Ala, Leu, Lys, Tyr, Gly ont 6t6 remplac6s par leur analogue 

respectif N^hAla, N a hLeu, N<*hLys, N<*hTyr, N a hGly etc ^ 

Peptide 88-99 de llaistone H4: 
H-Tyr-Ala-L^u-Lys-Arg-Gta^^^ 

Exemples de peptides hybrides prepares: 

- SEQ ID NO : 2 (ou peptide E): 
88 H 2 N-Tyr-Ala^^^ 

[M+Hf = 1440.8 ([M+Hf th6orique = 1440.8) et pic de l'ion dicharge [M+2H] ++ = 720.9. 

- SEQ ID NO : 3 (ou peptide C): 
88 H 2 N-Tyr-Alar^ 



WO 2004/111086 PCT/FR2004/001467 

33 

[M+H] + = 1440.8 ([M+H] + theorique = 1440.8) et pic de l'ion dicharge [M+2H] ++ = 720.9. 

- SEQ ID NO : 4 (ou peptide A): 

88 H 2 N-Tyr-N a -hAJa-Leu-Lys-Arg^ln^ly-Arg-Thr-I^u-Tyr-Gly-OH 99 

[M+H] + = 1440.8 ([M+H] 4 theorique = 1440.8) et pic de l'ion dicharg6 [M+2H]""" = 720.9. 

- SEQ ID NO : 5 (ou peptide B): 

88 H 2 N-Tyr-N a -hAIa-N a -hLeu-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 
[M+H] + = 1455.8 ([M+H] + theorique = 1440.8) etpic de l'ion dicharge [M+2H] ++ = 728.4. 

- SEQ ID NO : 6 (ou peptide D): 
^N-Tyr-Ala-I^u-N^hLy^ 

[M+H] + = 1440.8 ([M+H] + theorique = 1440.8) etpic de l'ion dicharge [M+2H]** = 720.9. 

- SEQ ID NO : 7 (ou peptide G) : 

s8 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg^ln-Gly-Arg-Thr-N a -hLeu-N a -hTyr-Gly-OH 99 
[M+H] + = 1455.8 ([M+Hf theorique = 1440.8) et pic de l'ion dicharge [M+2H] ++ = 728.4. 
-SEQIDNO:8: 

88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-Gln-N a -hGly-Axg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

[M+H] + = 1440.8 ([M+H] + theorique = 1440.8) etpic de l'ion dicharge [M+2H] ++ = 720.9. 

- SEQ ID NO : 9 : 

88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg^ln^ly-N a -hArg-Thr-I^u-Tyr-^ly-OH 99 

py[ + H] + = 1440.8 ([M+H] + theorique = 1440.8) et pic de l'ion dicharge [M+2H] ++ = 720.9. 

-SEQ ID NO : 10 : 

88 H 2 N-Tyr-Ala-I^u-Lys-N a -liArg^ln^ly-Arg-Thr-Leu-Tyr^ly-OH 99 

[M+H] + = 1440.8 (CM+H] + theorique = 1440.8) et pic de l'ion dicharge [M+2H] ++ = 720.9. 

-SEQ ID NO: 11: 

88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-Gln^ly-Arg-Thr-Leu-N a -hTyr-Gly-OH 99 

[M+H] + = 1440.8 ([M+H] + theorique = 1440.8) et pic de l'ion dicharg6 [M+2H] ++ =720. 

- SEQ ID NO : 12 (ou peptide F): 

88 H 2 N-N a -hTyr-Ala-Leu-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

[M+H] + = 1440.8 ([M+H] + theorique = 1440.8) et pic de l'ion dicharg6 [M+2H] ++ = 
720.9. 

- SEQ ID NO : 13 (ou peptide H): 

88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-GIn-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-N a -hGly-OH 99 

[M+H] + = 1440.8 ([M+H] + theorique = 1440.8) et pic de l'ion dicharge \M+2WT = 
720.9. 

- SEQ ID NO : 14 (ou peptide I): 
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88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-L^^ 

[M+H] + = 1470.8 ([M+H] + theorique - 1470.8) et pic de l'ion dicharge [M+2H]** = 
735.9. 

B) Analyses biologiaues 

Les souris BALB/c ont ete immunisfees avec le peptide parent 88-99 H4 et dans 
les cultures les lymphocytes T de ces souris ont ete restimuies avec le meme peptide ou 
avec les analogues A-E. La proliferation cellulaire a 6t6 mesurde par Incorporation de 
thymidine triti6e et Tindice de stimulation (IS) par rapport aux puits sans peptide a et6 
calcute. Les tests sont realises en triplicat et l'experience est r6alisee plusieurs fois dans 
des experiences independantes. Les premiers resultats (voir figure 1) montrent qu'un 
des peptides modifies, a savoir l'analogue E (IS de 7.7 k 90 a une activite 
analogue, voir sup6rieure selon les experiences, k celle du peptide parent (IS de 6.7 a 90 
jiM). 

Par ailleurs une manip miroir de la pr6cedente a et6 realisee, k savoir des tests de 
r6ponse sur les lymphocytes T de souris inject£es avec les peptides modifies et 
stimulation ex vivo avec le peptide parent (88-99). Apres injection des analogues, des 
analyses ont 6te r£alis£es sur des cultures de cellules avec lesdits analogues et le peptide 
parent 88-99. On observe les resultats suivants : 

1) les peptides A et D sont immun&gfcnes (induisent des r£ponses contre le peptide 
homologue) mais sans reaction crois6e avec le peptide parent (voir figure 2). 

f 

2) le peptide E est immunogene et les cellules T gene^es r6agissent par reaction 
croisee avec le peptide parent (voir figure 3). 

Le peptide E croise parfaitement avec le peptide parent 88-99. 

Les mSmes experiences ont ete effectuees avec le peptide G, (correspondant a la 
sequence SEQ ID NO : 7). 

Les resultats (voir Figure 4) montrent que l'analogue G (IS de 16,6 a 100 \iM) a 
une activite analogue k celle du peptide parent (IS de 16,9 a 100 nM). 
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Par ailleurs, une experience miroir de la precedente a ete realis6e, a savoir 
experience sur des souris injectees avec le peptide G et stimulation ex vivo avec des 
quantit6s croissantes du peptide parent (88-99). On observe que le peptide G est 
immunogene et que les cellules T g6nerees contre ce peptide reagissent par reaction 
croisee avec le peptide homologue G et surtout avec le peptide parent avec la meme 
intensit6 (voir Figure 5). 

W Peptides hvbrides du peptide 307-319 de Vhimaelutinine de la erippe 
Les Ihventeurs ont realise la synthese, selon une methode identique a celle 
precedemment decrite dans le cadre des peptides hybrides de l'histone H4, d'une autre 
serie de peptides hybrides correspondant k un peptide T CD4 + d6rive de la 
nucl6oprot6ine du virus de la grippe (peptide HA 307-319 : Pro-Lys-Tyr-Val-Lys-Gln- 
Asn-Thr-Leu-Lys-Leu-Ala-Thr) qui entre dans la composition d'une preparation 
vaccinale synthetique test6e a llieure actuelle pour ses proprietes neutralisantes et 
protectrices. 

Les peptides synthetises sont les suivants : 

- SEQ ID NO : 16 (ou peptide A') : 
307 H 2 N-I>r-hPro-Lys-Tyr-Val^^^ 

[M+H] + =1518.901 ([M+H] + theorique =1518.90079) 

- SEQ ID NO : 17 (ou peptide B') : 

^^N-Pro-^-hLys-Tyr-Val-Lys-Gln-Asn-Tbr-I^u-Lys-I^u-Ala-Tb^^ 

[M+H] + = 1518.9009 ([M+H] + theorique =1518.90079) 

- SEQ ID NO : 1 8 (ou peptide C) : 

^HaN-Pro-Lys-N^hTyr-V^ 

[M+H] + =1518.9008 ([M+H] + theorique =1518.90079) 

- SEQ ID NO : 19 (ou peptide D') : 

^HaN-Pro-Lys-Tyr-l^-hVal-Ly^ 

[M+H] + = 1518.9008([M+H] + theorique =1518.90079) . 

- SEQ ID NO : 20 (ou peptide E') : 

3OT H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-N^ 

[M+Hf = 1518.9009 ([M+H] + theorique =1518.90079) 

- SEQ ID NO : 21 (ou peptide F') : 

^'HzN-Pro-Lys-Tyr-Val-Lys-Gln-Asn-Thr-^-U^u-Lys-I^u-Ala-Th^^ 

[M+H] + = 1518.9008 ([M+H] + theorique =1518.90079) 
-SEQ ID NO : 22 (ou peptide G') : 
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307 H 2 N-Pn>-Lys-^ 

[M+H] + = 1518.9009([M+H] + thtorique =1518.90079) 

- SEQ ID NO : 23 (ou peptide H') : 

307 H2N-fto-Lys-^ 

[M+H] + = ([M+H] + thtorique =1518.90079) 

- SEQ ID NO : 24 (ou peptide I*) : 

3 ^H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Va^ 

[M+Na] + = 1540.8816([M+Na] + th6orique =1540.88273) 

- SEQ ID NO : 25 (ou peptide J') : 

307 H 2 N-Pro-Lys-Ty^ 

[M+H+2Naf = 1562.8647([M+H+2Na] + th6orique =1562.86468) 

- SEQ ID NO : 26 (ou peptide K') : 

w H 2 N-I^Lys-Tyr^ 

[M+H] + =1548.9228 ([M+H] + th6orique =1548.92259) . 

- SEQ ID NO : 27 (ou peptide I/) : 

307 H 2 N-Pro-Lys-Ty^^ 

[M+H] + = 1533.9090([M+H] + theorique =1533.91169). 



Tout comme pr6c6demment, les souris BALB/c ont 6t6 immunisees avec le 
peptide parent 307-319 HA et dans les cultures les lymphocytes T de ces souris ont 6t6 
restimules avec le mSme peptide ou avec les analogues. La proliferation cellulaire a ete 
mesur6e par Incorporation de thymidine tritiee et l'indice de proliferation (IS) par 
rapport aux puits sans peptide a 6te calcul6. Les tests sont r6alis6s en triplicat et 
r experience est realisfe plusieurs fois dans des experiences independantes. Parmi les 
peptides analogues testes, les resultats montrent que le peptide !f (IS de 21 .8 a 100 pM) 
a une activity nettement sup6rieure k celle du peptide parent (voir Figure 6). 

Par ailleurs une experience miroir de la pr6c6dente a ete realisee, a savoir une 
experience sur des souris inject ees avec les peptides modifies et stimulation ex vivo 
avec le peptide parent (307-319). Done, aprfes injection du peptide analogue, des 
analyses ont 6t6 r6alis6es sur des cultures de cellules avec les differents analogues et le 
peptide parent 307-319. Parmi les peptides testes, on observe les resultats suivants : 

1) les peptides L* et V sont immunogenes (induisent des reponses contre le 
peptide homologue, et contre le peptide parent). 
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2) Le meilleur candidat est le peptide J', il est immunogdne et les cellules T 
gen6r6es r6agissent avec le peptide homologue J* et par reaction crois6e avec le peptide 
parent. Cette reaction crois6e est meme superieure k celle mesur£e avec le peptide 
homologue (Figure 7). Nous retrouvons done le peptide J qui croise parfaitement avec le 
peptide parent 307-319, ce qui confirme que le peptide modifie J' est done un excellent 
candidat (voir Figure 7). 

Legende des figures : 

- Figure 1 : Tests de reponse sur les lymphocytes T de souris BALB/c inject6es 
avec le peptide parent 88-99 de rhistone H4 en sous cutanee avec de l'adjuvant de 
Freund, et stimulation ex-vivo avec le peptide parent ou 1* analogue E ; L'indice de 
stimulation est indique en ordonnee, et les differentes concentrations en peptide sont 
indiquees en abscisse. 

- Figure 2 : Tests de reponse sur les lymphocytes T de souris BALB/c inject6es 
avec le peptide modifie 88-99 A ou avec le peptide modifie 88-99 D de rhistone H4 en 
sous cutanee avec de l'adjuvant de Freund. L'indice de stimulation est indique en 
ordonnee, et les differentes concentrations en peptide sont indiquees en abscisse. 

- Figure 3 : Tests de reponse sur les lymphocytes T de souris BALB/c inject6es 
avec le peptide modifie 88-99 E de rhistone H4 en sous cutanee avec de l'adjuvant de 
Freund. L'indice de stimulation est indique en ordonnee, et les differentes 
concentrations en peptide sont indiqu6es en abscisse. 

- Figure 4 : Tests de r6ponse sur les lymphocytes T de souris BALB/c injectees 
avec le peptide parent 88-99 de rhistone H4 en sous cutan6e avec de l'adjuvant de 
Freund, et stimulation ex vivo avec le peptide parent ou T analogue G. L'indice de 
stimulation est indiqu6 en ordonnee, et les differentes concentrations en peptide sont 
indiquees en abscisse. 

- Figure 5 : Tests de reponse sur les lymphocytes T de souris BALB/c inject6es 
avec le peptide modifie 88-99 G de rhistone H4 en sous cutan6e avec de l'adjuvant de 
Freund. L'indice de stimulation est indique en ordonn6e, et les differentes 
concentrations en peptide sont indiquees en abscisse. 

- Figure 6 : Tests de reponse sur les lymphocytes T de souris BALB/c inject6es 
avec le peptide parent 307-319 HA en sous cutan6e avec de l'adjuvant de Freund, et 
stimulation ex vivo avec le peptide parent ou T analogue J*. L'indice de stimulation est 
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indiqu6 en ordonn6e, et les diff6rentes concentrations en peptide sont indiqu6es en 
abscisse. 

- Figure 7 : Tests de r6ponse sur les lymphocytes T de souris BALB/c 
immunises avec le peptide analogue J en sous cutan6e avec de Tadjuvant de Freund, et 
stimulation ex vivo avec le peptide parent et Tanalogue J'. L'indice de stimulation est 
indique en ordonn6e, et les difiterentes concentrations en peptide sont indiqu6es en 
abscisse. 
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REVENDICATTONS 



1. Utilisation de peptides hybrides analogues de peptides oil proteines parents, 
ces peptides hybrides comprenant au moins un residu aza-p 3 aminoacyle, k savoir : 

* un residu repondant k la formule (A) suivante lorsqu'il est situ6 en position 



N-tenninale, 

.N. .M. (A) 

H 



dans laquelle R repr6sente H ou un groupe protecteur de la fonction amine des 
aminoacides, tels que Fmoc, Boc, ou Z, et Ri repr6sente une chaine laterale choisie 
parmi celles des aminoacides, 

* un residu r6pondant a la formule (B) suivante lorsqu'il est situ6 en position 
C-terminale, ^1 9 

H 

dans laquelle Ri repr6sente une chaine lat6rale choisie parmi celles des 
aminoacides, 

* un residu repondant k la.formule (C) suivante lorsqu'il est situe dans la chaine 
desdits peptides hybrides, R 1 O 

H 

dans laquelle Ri represente une chaine laterale choisie paimi celles des 
aminoacides, 

f 

pour la preparation : 

- d ! \m vaccin ou d'un medicament destine a la prevention ou au traitement 
de pathologies associ6es k la presence, dans Torganisme d'un individu, d'une 
prot6ine exog&ie ou endogfcne, susceptible d'gtre directement ou indirectement 
impliquee dans ie processus d'apparition et/ou de developpement de ces 
pathologies, ou 

- d'un vaccin ou d'un medicament destine a la prevention ou au traitement 
de pathologies impliquant les molecules du complexe majeur dTiistocompatibilite 
et/ou les recepteurs des cellules T, 
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- (Tun vaccin ou d*un medicament destine a la prevention ou au traitement 
de pathologies associ6es k la presence dans 1'organisme d'un individu d'un 
anticorps susceptible d'etre reconnu par un susdit peptide hybride, 
ou pour la mise en oeuvre d*une m6thode de diagnostic in vitro des pathologies 
susmentionn6es. 

2- Utilisation selon la revendication 1, pour la preparation d'un vaccin ou d'un 
medicament destin6 a la prevention ou au traitement de pathologies d'origine virale ou 
bacterienne, ou de pathologies autoimmunes, ou de maladies neurod6g6n6ratives. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, pour la preparation d'un vaccin ou 
d'un medicament destin6 a la prevention ou au traitement des pathologies suivantes : 

• les pathologies impliquant des molecules du complexe majeur 
d'histocompatibilite et/ou les recepteurs des cellules T, 

• les maladies auto-immunes, et notamment la thyroi'dite de Hashimoto, la 
maladie de Basedow, la maladie d'Addison, rinsuffisance hypophysaire, la gastrite de 
Biermer, certaines sterilites, le diab&e juvenile de type 1, le syndrome de Goodpasture, 
la myasthenic, le rhumatisme articulaire aigu, le pemphigus, la pemphigoide bulleuse, la 
dennatite herpetiforme, le vitiligo, le pelade, le psoriasis, Tophtalmie sympathique, 
Tuveite, le syndrome de Guillain-Bare, la sclerose en plaques, I'anemie hemolytique, le 
purpura thrombopenique idiopathique, la leucopenie idiopathique, la cirrhose biliaire 
primitive, Fhepatite chronique active, la rectocolite hemorragique, Piieite de Crohn, le 
syndrome de Gougerot-Sjogren, la polyarthrite rhumatoide, la dennatopolymyosite, la 
scierodermie, la connectivite mixte, le lupus erythemateux discoide, le lupus 
erythemateux dissemine. 

• les maladies neurodegeneratives, 

• les maladies d'origine virale, notamment : 

- le SID A provoqu6 par le virus de Timmuno-deficience humaine HTV-1 
etHIV-2, 

- la paraplegie associee a HTVL-1 , ou la leucemie k cellules T de 
Tadulte, provoquee par le virus de la leucemie humaine k cellules T (virus HTLV), 

- les infections provoquees par le virus respiratoire synticial, 
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- les infections provoquees par le virus coxsakie, par exemple les 
meningites aigues lymphocytaires, 

- les infections provoquees par le virus d'Epstein-Barr, par exemple la 
mononucleose infectieuse, 

- les infections provoquees par le cytomegalovirus, par exemple la 
maladie des inclusions cytomegaliques, 

- l'herp&s provoqu6 par le virus de Fherpes humain, 

- Fherp6sprovoqu6 par le virus 6 de Fherp&s simplex, 

- les infections provoqu6es par le parvovirus B19 humain, par exemple 
les gastro-enterites infectieuses, 

- Ph6patite B provoqu6e par le virus de Th6patite B, 

- Phepatite C provoqu6e par le virus de l'h6patite C, 

- la grippe provoqude par le virus influenza, 

- la rub£ole provoqu6e par le virus de la rub6ole, 

- les infections provoqu6es par le virus de la Dengue, par exemple les 
arboviroses, 

- les rhumes, rhinites, coryza provoques par les rhinovirus, 

- la fidvre aphteuse provoqu6e par le virus de la fifcvre aphteuse, 

- certains cancers lies a des virus, tels que les virus Papilloma. 

4. Utilisation selon Tune des revendications 1 k 3, de peptides hybrides de 
formule (I) suivante : 

(I) aai-lS^haam-aan-l^haao-aap 
dans laquelle : 

- aaj, aa n et aap repr6sentent un r6sidu aminoacyle, ou un enchalnement de 
residus aminoacyles, correspondant aux rdsidus aminoacyles presents aux memes 
positions dans le peptide ou la prot6ine parent dont les peptides hybrides sont issus, 

- TS^haam et N^haao represented un residu monomere aza-(J 3 aminoacyle, ou 
un enchainement de residus monomeres aza-p 3 aminoacyles, analogues aux r6sidus 
aminoacyles initialement presents a la m8me position dans le peptide ou la proteine 
parent dont les peptides hybrides sont issus, lesdits monomeres aza-p 3 aminoacyles 

. repondant aux fomiules (A), (B), ou (C) indiquees dans la revendication 1, suivant 
qu'ils soient respectivement en position N-terminale, C-terminale, ou dans la chaine 
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desdits peptides hybrides, et dans lesquelles Rl est identique k la chaine lat£rale de 
Paminoacide initial du peptide ou de la proteine parent auquel correspondent lesdits 
monomeres aza-p 3 aminoacyles, 

- l,m,n,oetp repr6sentent z6ro, ou un nombre entier compris entre 1 et 20, 
sous r6serve que Tun au moins de m ou de o soit different de zero, et que le nombre 
minimum de r6sidus dans lesdits peptides hybrides de formule (I) soit de 4. 

5. Utilisation selon Tune des revendications 1 k 4, de peptides hybrides issus de 
l'epitope 88-99 de 1'histone H4 a titre de peptide parent, et correspondant a 
SEQ ID NO : 1, dont Tun au moins des aminoacides initiaux est substitue par un r6sidu 
analogue aza-p 3 aminoacide, pour la preparation d'un medicament, ou vaccin, destine k 
la prevention ou au traitement du lupus 6ryth6mateux dissemin6. 

6. Utilisation selon la revendication 5, de peptides hybrides de formules 
suivantes : 

- SEQ ID NO : 2 (ou peptide E) : 
88 H 2 N-Tyr-Ala-Le^^ 

- SEQ ID NO : 3 (ou peptide C) : 
88 H 2 N-Tyr-Ala-^^ 

- SEQ ID NO : 4 (ou peptide A) : 
^N-Tyr-N 0 -^ 

- SEQ ID NO : 5 (ou peptide B) : 
88 H 2 N-Tyr-N^^ 

- SEQ ID NO : 6 (ou peptide D) : 
88 H 2 N-Tyr-Ala-I^u-^ 

- SEQ ID NO : 7 (ou peptide G): 
88 H 2 N-Tyr~Ala-L^^ 

- SEQ ID NO: 8 : 
88 H 2 N-Tyr-Ala.-Leu^^ 

- SEQIDNO:9: 
88 H 2 N-Tyr-Alar-Leu^^ 

- SEQ ID NO: 10: 
88 H 2 N-Tyr-Ala-I^^ 



WO 2004/111086 



43 



PCT/FR2004/001467 



- SEQIDNO:ll: 

^HaN-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg^ln^ly-Axg-Thr-Leu-P^-hTyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO: 12: 
88 H 2 N-l>r-hTyr-Ala-Leu-^ 

- SEQIDNO:13: 

^HaN-Tyr-Ala-I^u-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-l^-hGly-OH 99 

- SEQIDNO:14: 
88 H 2 N-Tyr-Ala-I^u-Lys-Arg-^^ 

7. Utilisation selon la revendication 5 ou 6, du peptide hybride de formule 
SEQ ID NO : 2, ou du peptide hybride de formule SEQ ID NO : 7. 

8. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 4, de peptides hybrides issus du 
peptide 307-319 de l'hemagglutinine du virus de la grippe a titre de peptide parent, et 
correspondant a SEQ ID NO : 15, dont l'un au moins des aminoacides initiaux est 
substitue par un residu analogue aza-p 3 aminoacide, pour la preparation d'un 
medicament, ou vaccin, destin6 a la prevention ou au traitement de la grippe ou de toute 
autre pathologie pour laquelle une molecule contenant un epitope B ou CTL (CD8) est 
administree en association avec la sequence 307-319 HA qui renferme un Epitope T 
CD4 dit universel. 

9. Utilisation selon la revendication 8, de peptides hybrides de formules 
suivantes : j 

- SEQ ID NO : 16 (ou peptide A') : 
^'HzN-N^bJPro-Lys-Tyr-V^ 

- SEQ ID NO : 17 (ou peptide B') : 

^^N-Pro-N^-hLys-Tyr-Val-Lys-Gm-Asn-Thr-Leu-Lys-l^u-A^ 

- SEQ ID NO : 18 (ou peptide C*) : 

^HaN-Pro-Lys-N'-hTyr-Val-Lys-Gm-Asn-Thx-I^u-Lys-^ 

- SEQ ID NO : 19 (ou peptide D') : 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-N^^ 

- SEQ ID NO : 20 (ou peptide E') : 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-^^ 
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- SEQ ID NO : 21 (ou peptide F') : 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val^^^ 

- SEQ ID NO : 22 (ou peptide G*) : 
3 ^H 2 N-Pro-Lys-Tyr-V^ 

- SEQ ID NO: 23 (ou peptide IT): 
307 H 2 N-Pro-Lys-T^ 

- SEQ ID NO: 24 (ou peptide F) : 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-V^^ 

- SEQ ID NO: 25 (ou peptide J'): 
307 H 2 N-Pro-Lys-Ty^ 

- SEQ ID NO: 26 (ou peptide K*) : 
3OT H 2 N-Pio-Lys-T^^ 

- SEQ ED NO : 27 (ou peptide L*) : 
307 H 2 N-Pro-Lys^ 

10. Utilisation selon la revendication 8 ou 9, du peptide hybride de formule 
SEQ ID NO: 25. 



11. Peptides hybrides comprenant au moins un aza-p 3 aminoacide, ces peptides 
hybrides 6tant des analogues de peptides ou prot6ines parents, lesdits peptides hybrides 
comprenant au moins un aminoacide initial du peptide ou de la proteine parent. 

12. Peptides hybrides selon la revendication 1 1, de formule (I) suivante : 

(I) aarN^haam-aan-N^aao-aap 
dans laquelle : 

- aai, aa n et aa p representent un residu aminoacyle, ou un enchainement de 
residus aminoacyles, correspondant aux residus aminoacyles pr6sents aux memes 
positions dans le peptide ou la proteine parent dont les peptides hybrides sont issus, 

- lSThaam et N^haao repr6sentent un residu monom&re aza-p 3 aminoacyle, ou 
un enchainement de residus monomeres aza-p 3 aminoacyles, analogues aux residus 
aminoacyles initialement presents a la meme position dans le peptide ou la prot6ine 
parent dont les peptides hybrides sont issus, lesdits monomeres aza-p 3 aminoacyles 
repondant aux formules (A), (B), ou (C) indiquees dans la revendication 1, suivant 
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qu'ils soient respectivement en position N-terminale, C-terminale, ou dans la chaine 
desdits peptides hybrides, et dans lesquelles Ri est identique a la chaine laterale de 
Taniinoacide initial du peptide ou de la prot6ine parent auquel correspondent lesdits 
monomeres aza-P 3 aminoacyles, 

- 1, m, n, o et p representent zero, ou un nombre entier compris entre 1 et 20, 
sous reserve que l'un au moins de m ou de o soit different de zero, que le nombre 
minimum de r6sidus dans lesdits peptides hybrides de formule (I) soit de 4, et l'un au 
moins de 1, n, ou p soit different de zero. 

13. Peptides hybrides selon la revendication 1 1 ou 12, de formules suivantes : 

- SEQ ID NO : 2 (ou peptide E) : 
88 H 2 N-Tyr-Ma^Leu-Lys-Arg^ 

- SEQ ID NO: 3 (ou peptide C): 
^N-Tyr-Ala-N^hLeu-L^ 

- SEQ ID NO: 4 (ou peptide A): 

^HiN-Tyr-^-liAla-I^u-Lys-Arg-Gln^ly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 5 (ou peptide B): 
^HaNrTyr-lSP-lLMa-^ 

- SEQ ID NO : 6 (ou peptide D) : 

88 H 2 N-Tyr-Ala-I^u-N a -hLys-Arg^ln^ly-Arg-Tbx-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO: 7 (ou peptide G): 
88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-Arg-Gln^^ 

- SEQ ID NO: 8: 
88 H 2 N-Tyr-Ala-I^u-Lys-^ 

- SEQ ID NO: 9: 

88 H 2 N-Tyr-Ma-Leu-Lys-Arg^m^l^^ 

- SEQ ID NO: 10: 

88 H 2 N-Tyr-Ala-Leu-Lys-^-hArg-Gm^ly-Arg-Thr-Leu-Tyr^ly-OH 99 

- SEQIDNO:ll : 
88 H 2 N-Tyr-Ala-Uu-Lys-Arg^^ 

- SEQ ID NO : 12 (ou peptide F): 

88 H 2 N-N a -hTyr-Ala-I^u-Lys-Arg-Gm-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-OH 99 

- SEQ ID NO : 13 (ou peptide H): 
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^HsN-TjT-Ala-I^u-Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-^-hGIy-OH 99 

- SEQ ID NO : 14 (ou peptide I): 
88 H 2 N-Tyr-Ala-I^u-Lys-^ 

- SEQ ID NO : 16 (ou peptide A') : 
^^N-N^hPro-Lys-Tyr-Val^ 

- SEQ ID NO : 17 (ou peptide B') : 
307 H 2 N-Pro-NMiLys-TyrA^^ 

- SEQ ID NO : 18 (ou peptide C) : 
^^N-Pro-Lys-N^hTyr-V^ 

- SEQ ID NO : 19 (ou peptide D') : 
3OT H 2 N-Pro-Lys-Tyr-N a -hVal-^ 

- SEQ ID NO : 20 (ou peptide E') : 
. 307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val^ 

- SEQ ID NO : 21 (ou peptide F') : 
307 H 2 N-Pro-Lys/Tyr-Val-Lys-Gto^^ 

- SEQ ID NO: 22 (ou peptide G'): 
. 307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-Lys-G^ 

- SEQ ID NO : 23 (ou peptide H') : 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-Lys-Gln^^ 

- SEQ ID NO: 24 (ou peptide I'): 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val^ 

- SEQ ID NO : 25 (ou peptide J') : 
3OT H 2 N-Pr<>-Lys-Tyr-Val-L^ 

- SEQ ID NO : 26 (ou peptide K') : 
^HzN-Pro-Lys-Tyr-^^^ 

- SEQ ID NO : 27 (ou peptide L') : 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-Val-Lys^^ 

14. Peptides hybrides selon 1*0116 des revendications 11 a 13, de formules 
suivantes : 

- SEQ ID NO: 2 (ou peptide E): 

^HzN-Tyr-Ala-^u-Lys-Arg^b^ly-Axg-Thr-^-hLeu-Tyr^ly-OH 99 
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- SEQ ID NO: 7 (ou peptide G): 
8 ^ 2 N-Tyr-Ala-I^u^ 

- SEQ ID NO : 25 (ou peptide P ) : 
307 H 2 N-Pro-Lys-Tyr-V^^ 

IS. Anticorps anti-peptides hybrides polyclonaux ou monoclonaux tels 
qu'obtenus par immunisation d*un animal avec au moins un peptide hybride d6fini dans 
Tune des revendications 1 a 14, lesdits anticorps etant susceptibles de former un 
complexe avec ces peptides, hybrides, et/ou avec les peptides ou proteines parents 
correspondant a ces derniers, et caracterises en ce qu'ils reconnaissent le peptide parent 
ou la prot6ine parente avec une affinite au moins Sgale a celle pr6sent6e par les anticorps 
anti-peptide parent ou anti-proteine parente vis k vis du peptide parent ou de la prot6ine 
parente. 

16. Anticorps antiidiotypes susceptibles de former un complexe avec les 
anticorps selon la revendication 15, tels qu'obtenus par immunisation d'un animal avec 
lesdits anticorps selon la revendication 15. 

17. Complexe entre un peptide hybride tel que d6fini dans Tune des 
revendications 1 a 14, et un Element du complexe ^histocompatibility majeur (encore 
design^ complexe MHC-hybride), et eventuellement un recepteur de cellules T (encore 
d6sign6 complexe MHC-hybride-recepteur T). 

18. Complexe entre un peptide hybride tel que 1 defini dans Tune des 
revendications 1 & 14, et un r6cepteur de cellules T. 

19. M6thode de diagnostic in vitro de pathologies associees a la presence dans 
Torganisme d r un patient, d*une proteine exogene ou endogene, susceptible d'etre 
directement ou indirectement impliqu6e dans le processus d'apparition et/ou de 
developpement de ces pathologies, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la mise en contact d'un 6chantillon biologique provenant d'un* patient 
susceptible d'etre porteur d'anticorps diriges contre ladite proline, avec un peptide 
hybride tel que defini dans rune des revendications 1 k 14, ledit peptide hybride 6tant 
issu de tout ou partie de ladite proline endogene ou exogene, ou issu d'un peptide 
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susceptible d'etre reconnu par des anticorps reconnaissant eux-memes la prot6ine 
exogene ou endogfcne, 

dans des conditions permettant la r6action entre les anticorps dirigds contre la 
proline et susceptibles d'Stre presents dans l^chantillon biologique, et le susdit peptide 
hybride, 

- la detection in vitro du complexe antigene / anticorps susceptible d'etre form6 k 
l'6tape pr6cedente ou 

- la detection in vitro d'anticorps circulants chez le patient par un test de 
competition en utilisant un anticorps anti-hybride. 

20- Methode de diagnostic in vitro de pathologies associ6es a la presence dans 
1'organisme d f un patient d ! une proteine exog&ne ou endogfene, susceptible d'etre 
directement ou indirectement impliquee dans le processus d'apparition et/ou de 
developpement de ces pathologies, ladite m6thode 6tant caracterisSe en ce qu'elle 
comprend : 

- la mise en contact d'un echantillon biologique provenant d'un patient 
susceptible d'dtre porteur de ladite proteine, avec Tun au moins des anticorps selon la 
revendication 15, les anticorps 6tant avantageusement dirig6s contre un peptide hybride 
issu de tout ou partie de ladite proteine endogfene ou exog&ne, ou 

dans des conditions permettant la reaction entre la proteine susceptible d'etre 
pr6sente dans l'echantillon biologique, et les susdits anticorps dirig6s contre le susdit 
peptide hybride; 

- la detection in vitro du complexe antigfene / anticorps susceptible d'etre form6 k 
l'etape precSdente, ou 

- la detection d'antigenes circulants chez le patient dans des tests de competition 
en utilisant un peptide hybride tel que d6fini dans 1'une des revendications 1 k 14. 

21. Necessaire ou kit pour la mise en oeuvre de m&hodes de diagnostic in vitro 
selon la revendicationl9 ou 20, comprenant : 

- un peptide hybride issu de tout ou partie de la proteine endog&ne ou exog&ne, 
ou correspondant a un peptide susceptible d'etre reconnu par des anticorps reconnaissant 
eux-memes la proteine exog&ne ou endog&ne, ou bien des anticorps selon la 
revendication 15, dirig6s contre ce peptide hybride; 
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- des reactifc pour rendre un milieu apte a la formation d*une reaction 
immunologique; 

- des reactife permettant de detecter le complexe antigene / anticorps qui a ete 
produit a Tissue de la reaction immunologique, lesdhs reactifs contenant eventuellement 
un marqueur ou etant susceptibles d'etre reconnus a leur tour par un reactif marque, plus 
particuUerement dans le cas ou le peptide hybride ou les anticorps anti-hybrides 
susmentionnes ne sont pas marques. 

22. Composition pharmaceutique, notamment vaccin, caracterisee en ce qu'elle 
comprend un peptide hybride tel que defini dans Tune des revendications 1 a 14, ou un 
anti-idiotype selon la revendication 16, en association ou non avec un vehicule 
physiologiquement acceptable. 

23. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle comprend un peptide 
hybride tel que defini dans Tune des revendications 1 a 14, ou un anticorps anti-idiotype 
selon la revendication 16, associes a une molecule porteuse, proteique ou non, pouvant 
induire in vivo la production d'anticorps neutralisant la proteine exogene ou endogene 
responsable de la pathologie, ou induire in vivo une r6ponse immune cellulaire 
cytotoxique ou auxiliaire. 

24. Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle comprend des 
anticorps selon la revendication 15; en association avec un vehicule physiologiquement 
acceptable. 

t 

' 25. Procede de preparation d'aza-p 3 arninoacides caracterise en ce qu'il comprend 
une 6tape de traitement de 1-hydrazine substitu6e et protegee de formule (D) suivante : 

(D) 

GP N 

dans laquelle Ri repr6sente une chalne laterale choisie parmi celles des 
arninoacides, le cas echeant prot6gee, et GP un groupe protecteur des fonctions amines, 

tels que Boc, Fmoc, ou Z, 

avec de l'acide glyoxylique sous agitation en presence de NaBH 3 CN en milieu 

acide, 

ce qui conduit en une etape au compose aza-p 3 aminoacide de formule 
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GP 




OH 



dans laquelle Ri et GP sont tels que definis ci-dessus, ledit compost pouvant le 
5 cas echeant 6tre deprot6g6, notamment h l'aide de HC1, de pipSridine, ou d'hydrogfcne 
palladia, afin d'eliminer le groupe GP et le remplacer par H. 

26. Aza-P 3 aminoacides de formules suivantes : 
Fmoc aza-B 3 -Glycine (Fmoc-TSFhGly-OH), 
10 Fmoc aza-fi 3 -Lysine (Fmoc-^hLysCBocyOH), 



15 



Fmoc -aza-p 3 -Aspartique acide (Fmoc-^hAspCOtBu^OH), 
Fmoc aza-fi 3 -Methionine (Fmoc-TsThMet-OH), 
Fmoc aza-p 3 Arginine (Fmoc-l^hArg (Boc)-OH), 
Fmoc aza-B 3 -Tyrosine (Fmoc-N a hTyr(OCH 2 OEt)-OH), 
Fmoc aza-p 3 Asparagine (Fmoc-l^hAsn (Trt)-OH), 
Fmoc aza-p 3 Proline (Fmoc-N a hPro-OH). 



WO 2004/1 1 1086 PCT/FR2004/00 1467 

1/9 

LISTE DE SEQUENCES 

<110> CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE 

<120> ANALOGUES PEPTIDIQUES COMPRENANT AU MOINS UN RESIDU 

AZA- p 3 -AMINOAC YLE , ET LEURS UTILISATIONS , NOTAMMENT EN THERAPIE 

<130> WOB 03 AQ CNR AZA3 

<150> FR 03/06992 
<151> 2003-06-11 

<160> 27 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 x : 

Tyr Ala Leu Lys Arg Gin Gly Arg Thr Leu Tyr Gly 
1 5 ' .10 



<210> 2 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Peptide hybride 
<220> 

<221> MIS COFEATURE 

<222> (10).. (10) 

<223> Nalpha-hLeucine 

<400> 2 

Tyr Ala Leu Lys Arg Gin Gly Arg Thr Xaa Tyr Gly 
15 10 



<210> 


3 


<211> 


12 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


Peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(3).. (3) 


<223> 


Nalpha-hLeucine 



<400> 3 

Tyr Ala Xaa Lys Arg Gin Gly Arg Thr Leu Tyr Gly 
15 10 



WO 2004/111086 



<210> 


4 


<211> 


12 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


Peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(2) .", (2) 


<223> 


Nalpha-hAlanine 


<400> 


4 



Tyr Xaa Leu Lys Arg Gin Gly Arg Thr Leu Tyr Gly 
1 5 10 



<210> 


5 


<211> 


12 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


Peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(2) . . (2) 


<223> 


Nalpha-hAlanine 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(3) . . (3) 


<223> 


Nalpha-hLeucine 


<400> 


•5 



Tyr Xaa Xaa Lys Arg Gin Gly Arg Thr Leu Tyr Gly 
15 10 



<210> 6 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Peptide hybride 
<220> 

<221> MIS COFEATURE 

<222> (4).. (4) 

<223> Nalpha-hLysine 

<400> 6 

Tyr Ala Leu Xaa Arg Gin Gly Arg Thr Leu Tyr Gly 
1 5 10 



WO 2004/111086 PCT/FR2004/001467 

3/9 



<210> 


7 


<211> 


12 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


Peptide hybride 


<220> 




<221> 




<222> 


(10) • . (10) 


<223> 


Nalpha-hLeucine 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(11) . . (ID 


<223> 


Nalpha-hTyrosine 


<400> 


7 



Tyr Ala Leu Lys Arg Gin Gly Arg Thr Xaa Xaa Gly 
15 10 



<210> 


8 


<211> 


12 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


Peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(7).. (7) 


<223> 


Nalpha-hGlycine 


<400> 


8 



Tyr Ala Leu Lys Arg Gin Xaa Arg Thr Leu Tyr Gly 
15 10 



<210> 9 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Peptide hybride 
<220> 

<2 2 1 > MI S COFEATURE 

<222> (8).. (8) 

<223> Nalpha-hArginine 



<400> 9 

Tyr Ala Leu Lys Arg Gin Gly Xaa Thr Leu Tyr Gly 
15 10 



WO 2004/111086 



<210> 


10 


<211> 


12 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


Peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(5) (5) 


<223> 


Nalpha-hArginine 


<400> 


10 



Tyr Ala Leu Lys Xaa Gin Gly Arg Thr Leu Tyr Gly 
15 10 



<210> 


11 


<211> 


12 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


Peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(11) - . (ID 


<223> 


Nalpha-hTyrosine 


<400> 


11 



Tyr Ala Leu Lys Arg Gin Gly Arg Thr Leu Xaa Gly 
15 10 



<210> 


12 


<211> 


12 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(1) . . (1) 


<223> 


Nalpha-hTyrosine 


<400> 


12 



Xaa Ala Leu Lys Arg Gin Gly Arg Thr Leu Tyr Gly 
15 10 



<210> 13 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> peptide hybride 



WO 2004/111086 



<220> 

<221> MI S COFEATURE 

<222> (12) . . (12) 

<223> Nalpha-hGlycine 



PCT/FR2004/001467 



5/9 



<400> 13 

Tyr Ala Leu Lys Arg Gin Gly Arg Thr Leu Tyr Xaa 
1 5 10 



<210> 14 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> peptide hybride 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (10) . . (10) 

<223> Nalpha-hLeucine 

<220> 

<221> MIS COFEATURE 

<222> (11).. (11) 

<223> Nalpha-hTyrosine 

<220> 

<221> MI SC_FEAT URE 
<222> (12)., (12) 

<223> .Nalpha-hGlycine 

<400> 14 

Tyr Ala Leu Lys Arg Gin Gly Arg Thr Xaa Xaa Xaa 
1 5 10 



<210> 15 

<211> 13 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 15 

Pro Lys Tyr Val Lys Gin Asn Thr Leu Lys Leu Ala Thr 
15 10 



<210> 


16 


<211> 


13 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(1) . . (1) 


<223> 


Nalpha-hProline 



WO 2004/111086 PCT/FR2004/001467 

6/9 



<400> 16 

Xaa Lys Tyr Val Lys Gin Asn Thr Leu Lys Leu Ala Thr 
1 5" 10 



<210> 


17 


<211> 


13 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(2).. (2) 


<223> 


Nalpha-hLysine 


<400> 


17 



Pro Xaa Tyr Val Lys Gin Asn Thr Leu Lys Leu Ala Thr 
15 10 



<210> 


18 


<211> 


13 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(3) . . (3) 


<223> 


Nalpha-hTyrosine 


<400> 


18 



Pro Lys Xaa Val Lys Gin Asn Thr Leu Lys Leu Ala Thr 



1 


5 


<210> 


19 


<211> 


13 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(4) . . (4) 


<223> 


Nalpha-hValine 


<400> 


19 



Pro Lys Tyr Xaa Lys Gin Asn Thr Leu Lys Leu Ala Thr 
15 10 



WO 2004/111086 

7/9 



<210> 


20 


<211> 


13 


<212> 


PRT 


<213> . 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(5) . . (5) 


<223> 


Na lpha-hLy s ine 


<400> 


20 



Pro Lys Tyr Val Xaa Gin Asn Thr Leu Lys Leu Ala Thr 
15 10 



<210> 


21 


<211> 


13 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(9) . . (9) 


<223> 


Nalpha-hLeucine 


<400> 


21 



Pro Lys Tyr Val Lys Gin Asn Thr Xaa Lys Leu Ala Thr 
15 10 



-<210> 


22 


<2li> 


13 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(10) (10) 


<223> 


Nalpha-hLysine 


<400> 


22 



Pro Lys Tyr Val Lys Gin Asn Thr Leu Xaa Leu Ala Thr 
1 5 10 



<210> 23 

<211> 13 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> peptide hybride 



WO 2004/111086 PCTYFR2004/001467 

8/9 



<220> 

<2 2 1 > MIS COFEATURE 

<222> (7).. (7) 

<223> Nalpha-hAsparagine 

<400> 23 

Pro Lys Tyr Val Lys Gin Xaa Thr Leu Lys Leu Ala Thr 
15 10 



<210> 


24 


<211> 


13 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(11) . - (ID 


<223> 


Nalpha-hLeucine 


<400> 


24 



Pro Lys Tyr Val Lys Gin Asn Thr Leu Lys Xaa Ala Thr 
1 5 10 



<210> 


25 


<211> 


13 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artificielle 


<220> 




<223> 


peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(12) . . (12) 


<223> 


Nalpha-hAlanine 


<400> 


25 



Pro Lys Tyr Val Lys Gin Asn Thr Leu Lys Leu Xaa Thr 
15 10 



<210> 26 

<211> 13 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> peptide hybride 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (10).. (10) 

<223> Nalpha-hLysine 



WO 2004/111086 



9/9 



PCT/FR2004/001467 



<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (11).. (11) 

<223> Nalpha-hLeucine 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (12) . . (12) 

<223> Nalpha-hAlanine 

<400> 26 

Pro Lys Tyr Val Lys Gin Asn Thr Leu Xaa Xaa Xaa Thr 

1-5 10 



<210> 


27 


<211> 


13 


<212> 


PRT 


<213> 


Sequence artif icielle 


<220> 




<223> 


peptide hybride 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(11) - . (ID 


<223> 


Nalpha-hLeucine 


<220> 




<221> 


MISC FEATURE 


<222> 


(12) . . (12) 


<223> 


Nalpha-hAlanine 


<400> 


27 



Pro Lys Tyr Val Lys Gin Asn Thr Leu Lys Xaa Xaa Thr 
15 10 



1 



Abstract 

The invention relates to peptide analogues or parent proteins including at least one type 
of aminoacyl aza~p 3 residue and to the use thereof for pharmaceutical compositions or for 
diagnosis of pathologies involving the peptides or parent proteins. 
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Manlp TBalb/C Injectees avec ie peptide 88-99 de rhlstone H4 
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Figure 1 
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Tests de la reponse sur les lymphocytes T de souris BALB/c immunises 
avec le peptide parent 88-99 H4 de l'histone H4par voie sous-cutane'e avec de 
Vadjuvant de Freund et stimulation in vivo par le peptide parent 
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FIGURE 4 
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Tests de la reponse sur les lymphocytes T de souris BALB/c immunises 
avecle peptide parent 307-319 HA parvoie sous-cutanee avec de Tadjuvant de 
Freund et stimulation in vivo par le peptide parent 
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Tests de la rep onse sur les lymphocytes T de souris BALB/c immunises avec le 
peptide parent 307-3 19 HA par voie sous- cut anee avec de l'adjuvant de Freund et 
stimulation in vivo par le peptide analogue J 
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FIGURE 6 
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: Tests de la reponse sur Ies lymphocytes T de souris BALB/c immunis6s 
avec le peptide analogue J par voie sous-cutanie'aVec de Adjuvant de Freund et 
stimulation in vivo par le peptide parent et le peptide analogue J 
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